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Über den Harnstoffgehalt der Pilze. 


Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


(Anus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universität zu Petersburg.) 
{Eingegangen am 1. November 1922.) 


Nachdem Bamberger und Landsied!!) 1903 in den Pilzen Harnstoff 
vorgefunden hatten, haben sich eine Reihe von Gelehrten für die Frage 
nach dem Harnstoffgehalt bei Pflanzen interessiert. 


Gaze ?), welcher sich zum Ziel gesetzt hatte, Harnstoff aus verschiedenen 
Arten von Lycoperdon zu erhalten, hat denselben nicht nur aus reifen 
Exemplaren von Lycoperdon bovista, wie es bereits Bamberger und Landsiedl 
getan hatten, sondern auch aus unreifen abgeschieden. Diese letzte Beob- 
achtung wurde in einer neuen Arbeit von Bamberger und Landsiedl?) nicht 
bestätigt. Gleich die ersten Untersuchungen ergaben widersprechende 
Ergebnisse bezüglich des Harnstoffgehalts bei ein und denselben Arten. 
Außerdem hatte Gaze bei einem Vertreter von Lycoperdon cervinum über- 
haupt keinen Harnstoff vorgefunden. Goris und Mascrét) hatten eine 
große Zahl von Harnstoffbestimmungen bei Pilzen ausgeführt, die eben- 
falls eine Reihe von Widersprüchen ergeben hatten. So z. B. enthielten 
die reifen Pilze des Champignons (Psalliota campestris) Harnstoff bis zu 
4,3%, der Trockensubstanz, während in den jungen Fruchtkörpern die 
Harnstoffmenge geringer war. Dieselbe Pilzart, in der Umgegend von 
Paris kultiviert, hatte keine Spur Harnstoff. Bei weiteren Bestimmungen 
hatten Goris und Mascre°) selbst bei den Vertretern der Lycoperdonen 
keinen Harnstoff vorgefunden, bei denen sie denselben früher nachgewiesen 
hatten. „Nous ne l’avous pas retrouvée non plus dans Lycoperdon Bovista 
et Lyc. gemmatum Fl., ou Bamberger et Landsiedl l'avaient signalee.‘ 


Ein solcher Widerspruch im Harnstoffbefund erforderte eine Auf- 
kläarung der Ursache dieser Erscheinung. Im Jahre 1917, als ich die 
Umsetzung der Stickstoffsubstanzen beim Reifen von Lycoperdon 
piriforme untersuchte, hatte ich auf das Vorkommen von Harnstoff in 
diesem Pilze hingewiesen®), und daß die Harnstoffmenge beim Reifen 
der vom Myzel entfernten Fruchtkörper steigt. In letzter Zeit bin ich 


1) Bamberger und Landsiedl, Monatsh. f. Chem. 24, 218, 1903. 

2) R. Gaze, Arch. d. Pharm. 248, 78, 1905. 

3) M. Bamberger und Landsiedl, Monatsh. f. Chem. 26, 1109, 1905. 
4) A. Goris et Mascre, C. r. 147, 1488, 1908. 

5) Dieselben, ebendaselbst 158, 1082, 1911. 

6) N. Iwanoff, Journ. de la Soc. botanique de Russie 2, 129, 1917. 
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unter Zuhilfenahme der empfindlichen Harnstoffbestimmungsmethode 
von Fosse!) zu dem Schlusse gekommen?), daß die Anreicherung 
von Harnstoff während des Wachstums des Pilzes stattfindet; daß ihr 
Maximum zu Anfang der Reife erreicht ist, während die Harnstoff- 
menge zum Moment der völligen Reife in den Sporen bis auf Null sinkt. 
Während des Sommers und Herbstes dieses Jahres hatte ich Gelegenheit, 
Fruchtkörper verschiedener Arten von Lycoperdon bei verschiedenen 
Reifestufen auf den Harnstoffgehalt zu untersuchen ; außerdem erreichte 
ich das Nachreifen der Fruchtkörper durch Versuchsbedingungen 
und verfolgte während dieses ganzen Prozesses die Veränderung des 
Harnstoffgehalts. Im nachstehenden führe ich die mit verschiedenen 
Pilzen bei verschiedenen Reifungsstufen erzielten Ergebnisse aus; ich 
glaube, daß durch die Resultate meiner Versuche die Widersprüche 
bei den Arbeiten der oben genannten Autoren geklärt werden. Die 
Benutzung der Fosseschen Methode ermöglichte mir zu konstatieren. 
daß die Harnstoffmenge eine ungeheuere Ziffer ereichen kann, bis zu 
11,16% desTrockengewichts des Pilzes. Die genaue Bestimmung der Pilz- 
arten, die ich zu analysieren hatte, verdanke ich dem russischen Myko- 
logen Herrn Prof. A. Jaczewsky und seinem Gehilfen Herm Prof. 
N. Naumoff, denen ich hiermit meinen innigsten Dank ausspreche. 
Die Harnstoffbestimmung wurde in folgender Weise ausgeführt: die 
Fruchtkörper wurden mit Wasser abgewaschen, mit Filtrierpapier ab- 
gerieben, in kleine Stücke zerteilt und auf Gläs im Thermostaten bei 
40° schnell getrocknet, dann zu Pulver zerrieben und zum konstanten 
Gewichte bei 100 bis 105° C gebracht. Die Substanz wurde zweimal mit 
Wasser auf dem Wasserbade je LA Stunde extrahiert, der Rückstand 
abfiltriert. Ein Teil des Filtrats wurde zur Harnstoffbestimmung ver- 
wendet ; die Probe wurde auf dem Wasserbade bis zu 2 ccm abgedampft, 
mit Eisessig behandelt und filtriert; dem Filtrate wurde so viel Wasser 
zugesetzt als erforderlich war, die Essigsäurekonzentration auf 70% 
herabzusetzen. Zuletzt wurden 1 bis 2ccm einer 10 proz. methyl- 
alkoholischen Lösung von Xanthhydrol hinzugefügt; der entstandene 
kristallinische Niederschlag wurde nach einigen Stunden abfiltriert, mit 
Alkohol auf der Nutsche gewaschen, bei 100° C getrocknet. Die Menge 
des Dixanthylharnstoffs wurde gewogen und daraus der Gehalt des 
Harnstoffs der Probe berechnet. Das Abdampfen und die Fällung mit 
Essigsäure wurde vorgenommen, weil im Wasserextrakt der Pilze eine 
schleimige Substanz, das Viskosin, in Lösung ist, die durch Essigsäure 
gefällt wird. Durch die Anwendung solcher Maßregeln kann man 
äußerst genaue Resultate erzielen. Durch Kontrollversuche wurde fest- 

1) R. Fosse, C. r. 1912— 1913; Ann. de l’Inst. Pasteur 80, 1, 1916; 


84, 715, 1920. 
2) N. Iwanojf, diese Zeitschr. 185, 1, 1923. 
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gestellt, daß weder das Trocknen noch das Extrahieren des Pilzmaterials 
auf dem Wasserbade in irgend einer Weise beeinflussend auf den Harn- 
stoff einwirkt; ebenso inaktiv erwies sich auch die Urease: der aus den 
Pilzen ausgepreßte Saft kann tagelang im Thermostaten mit Toluol 
stehen, ohne daß die Harnstoffmenge verändert wird. 


Lycoperdon saccatum. 
Versuch 1. Pilzteile von vier verschiedenen Reifegraden wurden ge- 


trocknet bei 40 und 105°, zu Pulver zerrieben und zweimal auf dem Wasser- 
bade extrahiert. Im Filtrat wurde der Harnstoff bestimmt. 























, 
Be | | Trockene | KC" | Hamstoft | AC? 
22 Reifungsmerkmale gewicht | niederschlag in mg | Tacken 
2 | ing i in mg '  substanz 
SC T = Kasse Beben A 
I | weiße ' 24193 ' 262,5 | 374 | 1,5 
II weiße, große | 3,2855 | 53L1 75,8 | 2,3 
II | gelblich am Durchschnitt ` 0,9880 | 19756 ; 2382 | 2,8 
IV | schwarz, völlig reif 13,5000 Spuren ; 0 | 0 


Schon im ersten Versuch machte sich das Ansteigen der Harnstoff- 
menge nach dem Reifegrade bemerkbar und dessen Fehlen bei ausgereiften 
Pilzen. 

Lycoperdon piriforme. 

Versuch 2. Es wurden vier Proben von verschiedener Reife, bezeichnet 
mit I bis IV (jung bis reif), untersucht. Im Wasserextrakt wurde der Harn- 
stoff bestimmt. Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt. 





e i 























s e s -= 
; ‘ Trock wicht | Dixanthylh fi H toff Dh H H auf 
Reifungsstufe ' OR 1 niederscalag in mg ` in mg "TË | Trockensubstanz 

Dadan a 1,8223 | Spur Ä 0 Ä 0 

II... o. O x. 77 ` 311,0 | A4 | LI 

I) .. . 1,8837 610,5 | sl | 4,6 

Du, - 4,430 22,4 | 32 | 0,07 


Wie bei Versuch 1 wurde ein Ansteigen der Harnstoffmenge von Null 
bis zu 4,6%, in reifenden Pilzen und das nahezu völlige Verschwinden des 
Harnstoffs in reifen festgestellt. 


Lycoperdon gemmatum. 


Versuch 3. Es wurden Fruchtkörper von zwei Reifestufen verwendet, 
in denen der Harnstoff bestimmt wurde. 














Eegen EE Se - 
. Trockengewicht | Dixantbylharnstoff- | Harnstoffmenge 0/, Harnstoff 
Reifungsstufe | 2. enge in g | in mg auf Irockengewicht 
E T SE EE ME T7 a e a E KE SS ee 
BEEN 1,14 0,842 107 | +107 
DEE 1,32 | 0,566 | 80,8 6,1 





1) Portion IV war völlig reif, III mit gelbwerdender Mitte. 
1* 
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Bei diesem Versuch wurden keine ganz jungen und völlig reifen Exem- 
` plare analysiert, trotzdem nimmt während des Reifeprozesses die Harnstoff- 
menge von 10,7 bis zu 6,1% ab. Auffällig ist bei dieser Pilzart der hohe 
Harnstoffgehalt von 10,7 %, während Bamberger und Landsiedl (l. c.) sein 
Vorkommen in ihrer ersten Arbeit nur konstatiert haben. 


Lycoperdon mole. 
Versuch 4. Es wurden Fruchtkörper von fünf verschiedenen Reife- 
stufen getrocknet und zur Harnstoffbestimmung, wie oben beschrieben, 
verwandt. Die Resultate sind in der Tabelle zusammengestellt. 








} t 





o ` | 
Su | rocken, , Dixa e ' o Harnstoff 
35 | Reifemerkmale Kn Dee Geier , DEE 
3 a in g schlag in mg | | gewicht 
| 

f | ! 
I junge, weiße | 6,5130 1127,0 | 1608 25 
IL |völlig weiß i. Durchschn. | 2,1032 | 5388 | 176,6 3,64 
III. leicht gelb 1,4856 494,3 70,6 4,75 
IV i| gelb mit diff. Kapillitium | 2,8198 1820,3 260,0 9,22 
V | reif, mit viel Sporen 2,2526 2140 | 306 1.36 





Ein ähnliches Ergebnis wie bei den vorigen Arten, die Harnstoff- 
menge erreicht 9,22%. Bei Versuch 4 beobachtete ich die Harnstoff- 
ansammlung in Fruchtkörpern, die ins Reifestadium übergingen; im folgen- 
den Versuch wurden reife Pilze untersucht und die Harnstoffumsetzung 
bei fortschreitendem Reifen beobachtet. 

Versuch 5. Fruchtkörper von Lycoperdon molle, die anfingen, gelb 
zu werden, wurden der Länge nach in zwei Teile von je 50 g zerschnitten. 

I. Sofort fein zerschnitten, bei 40 und 100° getrocknet. 

II. 3 Tage zum Nachreifen auf Filtrierpapier gelassen, dann wie I. 
getrocknet, Trockengewicht 2,8198 g; zweimalige Extraktion auf dem Wasser- 
bade und Harnstoffbestimmung. 





| Dixanthylharnstoff» ' 








: H toff 0/, Harnstoff auf 

STE | m mg eg 
al te EEN j 1,8203 ' 260,0 9,22 
CR E EEE i, 1,3234 | 189,0 | 6,70 


i ? 
Unter diesen Versuchsbedingungen, bei fortschreitendem Reifen, 
sank die Harnstoffmenge von 9,22 auf 6,70% Trockengewicht; folglich 


hatten die Pilze zur Zeit des Übergangs zur Reife den höchsten Harnstoff- 
gehalt. 


Lycoperdon marginatum. 
Versuch 6. Es wurde vom reifenden Fruchtkörper, Lycoperdon margi- 
natum, 57,6 g getrocknet und im Wasserextrakt Harnstoff bestimmt. 

















a, , Dixanthylbarnstoff- get ZE 
Trockengewicht une Harnstoff 0%, Harnstoff auf 
in g | u in mg | T rockengewicht 
D eege en = S $ er Të -=i e an = 
| | 
6,0372 | 2,4409 © 8526 ' 5,84 


Leider wurde der Pilz nur in einem Reifestadium untersucht. 
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Lycoperdon echinatum. 


Versuch 7. Die Fruchtkörper von ganz jungen Exemplaren von Lyco- 
perdon echinatum wurden in zwei Teile geteilt. 

I. Sogleich zerkleinert und getrocknet. 

II. Ganze Exemplare wurden 5 Tage lang auf Papier liegen gelassen, 
dann zerkleinert und getrocknet. 

In beiden Proben — bzw. I und II — wurde Harnstoff bestimmt: 

I. Keine Spur von Harnstoff. 


Trocken; Dixanthyl» Da Harnstoff auf 
gewicht barnsto rockengewicht 


II. 3,6087 g 292,7 mg 41,82 mg 1,16 


Harnstoff 


Bovista nigrescens. 
Versuch & Es wurden vier Fruchtkörper Bovista nigrescens von 
verschiedenen Reifegraden ausgewählt, getrocknet und auf Harnstoff hin 
untersucht. 








I i ! 
i 





SÉ Trocken» | Dixanthyle | > do Hamato 
33 Reifemerkmale | gewicht | ernst | ne | an 
d in g ing | | substanz 
I weiß . 1,5148 1,0572 1509 9,96 

II "Anfang gelb zu werden : 1,1381 0,4123 85,9 | 7,55 
II ,„ schwarz zu ‚„ | 17920 0,8291 1184 | 6,61 

IV völlig schwarz, reif 1,5768 ` Spuren | — | 0 


Bei diesem Versuch wurden die jüngsten Fruchtkörper nicht analysiert, 
da die Harnstoffmenge darin höchstwahrscheinlich gering ist; das all- 
mähliche Sinken des Harnstoffs bis zum völligen Verschwinden in aus- 
gereiften Pilzen tritt hier sehr deutlich hervor. — Im folgenden Versuch 
wurde die Harnstoffumwandlung in halben Früchten von Bovista nigrescens 
verfolgt und ein Ansteigen des Harnstoffs bis zu 11,16%, des Trocken- 
gewichts konstatiert. 

Versuch 9. Exemplare der Gattung Bovista nigrescens bei beginnender 
Reife wurden der Länge nach in zwei Teile von je 18,9g zerschnitten. 

I. Sofort zerschnitten und bei 40 und 100° getrocknet. 

II. 5 Tage lang auf Papier liegen gelassen, dann getrocknet; nach 
Verreiben zu Pulver und zweimaliger Extraktion auf dem Wasserbade 
wurde die Harnstoffmenge bestimmt. 





| Trockengewicht | Dixanthylbarnstoff Harnstoff Harnstoff auf 


in g | in g in mg Kees 
2222220018887 | 0,9493 135,5 7,27 
nr gn ug | 191 11.16 


Im reifenden Pilze stieg die Harnstoffmenge von 7,27 auf 11,16°,. 
Dieser hohe Harnstoffprozentgehalt erweist sich vorläufig als Rekord. 
Ich erinnere daran, daß Bamberger und Landsiedl in ihrer ersten Arbeit (l. c.) 
bei Lycoperdon bovista nur 3,5% Harnstoff gefunden haben. 

Von den übrigen Vertretern der Gasterales habe ich auf Harnstoff 
nur völlig reife Exemplare Scleroderma vulgare analysiert und keinen 
Harnstoff darin gefunden. Aber das negative Resultat bei einem reifen 
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Exemplare beantwortet noch nicht die Frage des Harnstoffbefundes dieser 
Art, es müssen auch die anderen Reifestufen untersucht werden. Zu nega- 
tiven Resultaten gelang ich auch, als ich das Sklerotium des Mutterkorns 
(Claviceps purpurea) und einiger Vertreter der Myxomycetes (Brefeldia 
maxima und Reticularia Lycoperdonü) auf Harnstoff hin analysierte, 
aber diese Resultate sind noch nicht völlig ausschlaggebend. Positive 
Resultate habe ich bei einzelnen Vertretern der Lamellenpilze (Agarı- 
caceae) erzielt. — Zuerst zeigt der Versuch 10 an Champignons (Psalliota 
campestris) verschiedener Reifegrade, wie sich die Harnstoffmenge während 
des Reifens ändert und bis zu 6,18%, des Trockengewichts erreichen kann. 


Psalliota campestris. 

Versuch 10. Es wurden junge Exemplare von Waldchampignons 
(Durchmesser des Hutes 3 cm) und reifere (Durchmesser des Hutes 7 cm) 
gewählt, fein zerschnitten, getrocknet bei 40°, zu Pulver verrieben und 
zum konstanten Gewicht bei 100° gebracht. 

Das Pulver wurde zweimal auf dem Wasserbade extrahiert, der Nieder- 
schlag mit Wasser gewaschen, im Filtrat der Harnstoff bestimmt. 

















) Trockengewicht | Dixantbylharnstoff | Harnstoff > Harnstoff auf 

. in g in mg | in mg KE 
e eebe dE 
Junge... 26620 2825 403. 1,51 
Reifende . . .| 2,1416 925,9 1923 ` 6.18 


Zur Zeit der Reife war die Harnstoffmenge bis zu 6,18%, gestiegen. 
Ich bin überzeugt, daß die Harnstoffmenge noch geringer als 1,51%, aus- 
fallen würde, wenn zum Versuch noch jüngere Fruchtkörper gewählt wären. 
Vielleicht erklären sich durch den wechselnden Reifegrad des Untersuchungs- 
materials die Widersprüche der ungleichmäßig ausfallenden Analysen von 
Goris und Masecre (l. ei, die in kultivierten Champignons sowohl 4,3% 
Harnstoff, als auch harnstofffreie Ergebnisse feststellten. Hieraus folgt 
deutlich, daß es nötig ist, verschiedene Reifestufen des Pilzes zu unter- 
suchen, um das Fehlen des Harnstoffs zu konstatieren. 

Zum Versuch 11 wurden Fruchtkörper von Champignons einer anderen 
Art gewählt, nämlich von Psalliota pratensis, die dem kultivierten Cham- 
pignon ähnlich ist; es wurde je ein Fruchtkörper bei fünf verschiedenen 
Altersstufen untersucht, angefangen bei einem jungen von 2g und geendet 
mit einem reifen von 65g. Alle Pilze stammten von einem Myzel. 

Versuch 11. Fünf Exemplare Psalliota pratensis wurden, wie im 
vorigen Versuch beschrieben, behandelt; die Resultate sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt. 





il | 
Trockengewicht GEN A Harnstoffmenge | Olo kamaton 

















Reifungs» eines | barnsto in mg auf 10g au 
stufe Exemplars niederschlag ` in einem Trocken» Trockens 
| in g | in mg Exemplar | substanz in mg! substanz 
1... 0200 | 64 o9 Im 039 
DU... 0,6065 ' 23,6 34 | 56 0,56 
III. 2,4496 ai 394 | 16l  _ 1,81 
IV. | 2.9907 1752 250 84 0.84 
V. , 6,3481 1551 : 20 f 36  ' 0,36 


Harnstoffgehalt der Pilze. 7 


Die Harnstoffmenge steigt zunächst mit dem Alter, um danach zu 
sinken. Somit wiederholt sich hier derselbe Fall wie beim Reifen der Lyco- 
perdone. 

Pholiota spectabilis und squarrosa. 
Versuch 12. A. Junge (3 bis 4cm Durchmesser) und reifende (9 bis 


IO cm Durchmesser) Fruchtkörper, Pholiota spectabilis, wurden zerschnitten, 
getrocknet, zu Pulver zerrieben und zur Harnstoffbestimmung verwendet. 











' Trockengewicht | Dixantbylharnstoff | Harnstoff | 0 Harnstoff auf 











Reifungsstufe | in g in mg in mg rockengewicht 

Kl mg "ou Ph D Se m N me ee eig Nun er „en M Se d eer e Ss, 
Junge .. . ..; 4,5959 Spuren i 0 E 0 
Reifende . . .; 2,8118 481,9 | 68,8 | 245 


B. Eine ähnliche Harnstoffbestimmung wurde mit jungen und reifenden 
Exemplaren Pholiota squarross vorgenommen. In jungen Exemplaren 
wurde kein Harnstoff vorgefunden, in reifenden wurde er nachgewiesen, 
ist aber nicht quantitativ bestimmt worden. 


Cortinarius violaceus. 

Versuch 13. Aus einem erweiterten sklerotisierten Stiele des Pilzes 
Cortinarius violaceus wuchsen kleine Fruchtkörper hervor. Zur Harnstoff- 
bestimmung wurden sowohl die Fruchtkörper als auch der sklerotisierte 
Stiel genommen. 


Troekengewicht der Fruchtkörper. . . . 0,7658 g 
j des Sklerotiums . . . . 10,8474 g 
Harnstoffmenge auf Trockengewicht: i 
im Fruchtkörper . . . ... e 0,51% 
vn Sklerotium `... . D LD Dë 


Auffällig ist der schroffe Unterschied des Harnstoffgehalts zwischen 
dem sklerotisierten, im Ruhestadium stehenden Stiele und den Frucht- 
körpern dieses Pilzes im aktiven Zustande, in denen die Harnstoffmenge 
um mehr als das Dreifache übersteigt (51 statt 15). 

Zum Schluß muß bemerkt werden, daß die Harnstoffmenge selbst bei 
einer Gattung Lycoperdon stark bei dessen verschiedenen Arten variiert, 
schwankend von 1,16%, bei Lycoperdon echinatum bis zu 10,7%, bei 
Lycoperdon gemmatum. Bei der Gattung Psalliota sind Schwankungen 
zwischen Psalliota pratensis von 1,61%, und Psalliota campestris zu 
6,18%, des Trockengewichts beobachtet. Ebenso ist ein Unterschied 
im Harnstoffgehalt bei den Arten der Gattung Pholiota zu notieren. 
Außer von der zu untersuchenden Art, hängt die Harnstoffmenge 
such vom Alter der Pilze ab: sie fehlt im Jungenstadium, ihr Maximum 
wird zu Anfang der Reife erreicht und sinkt dann wieder bis auf Null 
bei völliger Reife. 

Im Ruhezustand des Pilzes mit ausgebildeten Sporen (s. skleroti- 
‚sierter Stiel von Cortinarius violaceus, Versuch 13), ist der Harnstoff- 
befund wesentlich geringer gewesen. Zur Zeit der höchsten Lebens- 
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tätigkeit, d.h. während der einsetzenden Sporung, erreicht die Harn- 
stoffmenge ihr Maximum. Ich führe weiterhin den maximalen Prozent- 
gehalt des Harnstoffs an, den ich bei verschiedenen Vertretern der 
Gasterales und Agaricaceae gefunden habe. Die Lösung der Frage nach 
der EN bei Pilzen soll die nächste Abhandlung bringen. 


Maximal beobachtete 


Benennung der Pilze ja ho Trockengewicht 
Lycoperdon saccatum . . ...... TE 2,85 
e piriforme `, 4,62 
Se gemmatum . . . 2.2.2 2... 10,79 
= molle 0 ee u. Eer 9,22 
er marginatum. . . 2. 2.2.2... 5,84 
echinatum . . aaa. 1,16 
Bovista nigrescens. ..... CR 11,16 
Psalliota campestris gt RE e E 6,18 
pratensis . . 2.2. 2 2 2 00. 1,61 
Pholiota spectabilis . . . 2.2 2 222.0. 2,45 


Cortinarius violaceus . . 2. 2 2 2 2 20. 0,51 


Über die Bildung des Harnstoffs in Pilzen. 
Von 
Nicolaus N. Iwanoft. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universität zu Petersburg.) 


(Eingegangen am 1. November 1922.) 


Im Jahre 1901 schrieb Reinke!). 


„Da Harnstoff niemals in Pflanzenzellen gefunden wird, so ist der 
Gedanke nicht fernliegend, daß dies unzweifelhaft durch Zersetzung von 
Eiweißstoffen entstehende Amid in den Pflanzen durch kohlensaures 
Ammon und Äsparagin vertreten wird.‘ Es waren nur zwei Jahre nach 
Veröffentlichung des Buches von Reinke vergangen, als die österreichischen 
Chemiker Bamberger und Landsiedl?) in den Pilzen Lycoperdon bovista 
und gemmatum Harnstoff in einer Menge bis zu 3,5% fanden. Die ge- 
nannten Autoren versuchten anfangs, das Vorkommen von Harnstoff 
durch zufälliges Eindringen aus dem Boden zu erklären, aber seine Ab- 
wesenheit im Boden bewies ihnen, daß der Harnstoff ein normales Stoff- 
wechselprodukt dieser Pilze darstelle. Goris und Mascre?), die die Bildung 
des Harnstoffs in Pilzen einer Beobachtung unterzogen, nahmen an, daß 
er in Pilzen während der Periode des Eintrocknens entstehe, und zwar 
daß in einigen Pilzen eine stickstoffhaltige Substanz vorhanden sei, die 
bei der Umsetzung unter anderen Abbauprodukten Harnstoff ergibt. 
Genannte Autoren stellten weiterhin die Harnstoffbildung in .der lebenden 
Pflanze während der normalen Ernährung in Zweifel. Den Tierphysiologen 
ist gut bekannt, daß sich Harnstoff aus Produkten der Hydrolyse der 
Eiweißstoffe bilden kann — nämlich aus Arginin durch Einwirkung des 
Ferments Arginase *) — , desgleichen durchOxydationssynthese aus Ammoniak 
und einer Reihe organischer Verbindungen. Daß die Pflanzen den erst- 
genannten Weg der Harnstoffbildung benutzen, ist zweifellos, besonders 
in Anbetracht der weiten Verbreitung der Arginase. Der große Harnstoff- 
gehalt aber, der sich in den Pilzen bis zu 11,6, vorfindet, wie aus meiner 
vorigen Arbeit zu ersehen ist, kann keinesfalls aus Arginin allein entstanden 
sein®). Es muß dafür noch eine andere Erklärung gefunden werden. A. Kiesel 





1) J. Reinke, Einleitung in die theoretische Biologie, S. 241, 1901. 

3) M. Bamberger und A. Landsiedl, Monatsh. f. Chem. 24, 218, 1903. 

3) A. Goris et Mascre, C. r. 147, 1488, 1908; 158, 1082, 1911. 

t) Diese Frage umfaßt eine große Literatur; s. die letzten Arbeiten 
auf diesem Gebiete von A. Kiesel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 247 — 300, 
1922. 

D N. N. Iwano/f, diese Zeitschr. 186, 1, 1923. 
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versuchte den Weg der fermentativen Harnstoffsynthese in Pflanzen aus 
Ammoniumcarbonat nach folgender Gleichung einzuschlagen: 
NH,.0.C0.0.NH, 7> NH,0.C0.NH, 7> NH,.CO.NH,. 

Der Autor war der Meinung, daß dieser Prozeß rückwirkend sei 
in bezug auf den unter dem Einfluß der Urease verlaufenden Zerfall 
des Harnstoffs. Solch eine Anhydridbildung des Harnstoffs wurde noch 
von Nencki!) und Schmiedeberg?) angenommen. Kiesel kam aber nach 
einer Reihe von diesbezüglichen Versuchen zu negativen Resultaten. 
Die Unmöglichkeit der Harnstoffdarstellung auf fermentativem Wege 
kann noch nicht als feststehend angesehen werden, weil für synthetische 
Reaktionen besondere schwer vorauszusehende Bedingungen nötig sind; 
trotzdem erscheint die Harnstoffsynthese durch Oxydation aus Ammoniak 
bei Gegenwart von oxydierbaren organischen Verbindungen wahrschein- 
licher. Die vortrefflichen Untersuchungen des französischen Chemikers 
Fosse behandeln diese Fragen wie überhaupt das Vorkommen von Harn- 
stoff in Pflanzen. Fosse?) hat eine besonders empfindliche Methode für 
die quantitative Harnstoffbestimmung angegeben und die weite Ver- 
breitung des Harnstoffs im Pflanzenreiche konstatiert. In den meisten 
vom Autor untersuchten Pflanzenobjekten, wie z. B. bei Aspergillus 
niger und Penicillium glaucum, unter sterilen Bedingungen gezüchtet, 
wurden nur unbedeutende Harnstoffmengen gefunden; in diesem Falle 
könnte die Harnstoffbildung mit der Arginasetätigkeit allein zusammen- 
hängen. Wie aber ist eine so große Harnstoffanreicherung bis 10 und 11% 
zu erklären ? In solchem Falle ist der Harnstoffstickstoff mehr als 30% 
des gesamten Pilzstickstoffs; selbstverständlich kann in diesen Fällen 
die Annahme nicht zutreffen, daß dieser Harnstoff allein aus Arginin 
entstanden sei. In meiner Arbeit über die Harnstoffbildung in Lycoper- 
donen habe ich*) konstatiert, daß sich der Harnstoff während eines 
starken Oxydationsprozesses bildet, wobei eine große Menge stickstoff- 
freien Materials verbraucht wird, und daß als Material zur Harnstoff- 
bildung labile Stickstoffverbindungen dienen. Die Tierphysiologen 
Béchamp und Hofmeister stellen Harnstoff dar aus Ammoniak oder 
Eiweißstoffen in Gegenwart von stickstoffhaltigen und stickstofffreien 
Substanzen durch Oxydation mit Kaliumpermanganat. Mit der Unter- 
suchung dieser Reaktion beschäftigt sich Fosse (l. c. 1920); mit Zu- 
hilfenahme seiner empfindlichen Reaktion auf Harnstoff hat er gezeigt, 
daß sich Cyansäure unter den Zwischenprodukten befindet). 


1) M. Nencki, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 5, 890, 1870. 
2) O. Schmiedeberg, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 8, 1, 1877. 
3) R. Fosse, C. r. 1912— 1913; Ann. de l’Inst. Pasteur 80, 1, 1916; 
84, 715, 1920. 

4) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 185, 1, 1923. 

5) Siehe auch E. D. Werner, Transact. of the Chem. Soc. 117, 1356, 
1920; Dublin Journ. of med. scien. 4, 577. 
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Nach Fosse entsteht aus cyansaurem Ammonium durch Isomerisation 
Harnstoff: HCNO + NH, — NH-OON H.. Bisher ist weder im tierischen 
noch im pflanzlichen Organismus Cyansäure vorgefunden worden, und wir 
wissen noch nicht, ob die Oxydationsreaktion der Harnstoffbildung im 
Organismus so verläuft, wie es bei den Versuchen von Fosse der Fall ist. 
Hieraus ergibt sich die Aufgabe, auf experimentellem Wege festzustellen, 
ob Pilze, die in großen Mengen Harnstoff aufspeichern — d. h., die ihn 
nach meiner Auffassung auf oxydativem Wege herstellen —, auch Harn- 
stoff aus Ammoniak bilden können. Ich beschloß deshalb, eine Reihe 
von Versuchen nach dieser Richtung hin anzustellen und für diesen Zweck 
meine Methode der Hälften!) anzuwenden. 

Ich fand, daß die Harnstoffmenge in unreifen Fruchtkörpern von 
Lycoperdonen, die vom Myzel entfernt, bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen werden, steigt, im Vergleich zu Pilzteilen, die sofort nach der 
Trennung vom Myzel analysiert wurden. Dieselben Reaultate erzielte 
ich, als ich Pilze der Länge nach in zwei gleiche Teile zerschnitt; die 
eine Hälfte wurde sofort der Analyse unterworfen, die andere mehrere 
Tage zum Nachreifen liegen gelassen. Diese Methode benutzte ich auch 
für diese vorliegende Arbeit. Nach meinen früheren Versuchen bilden 
die Pilze Harnstoff aus stickstoffhaltigen Substanzen. Mit Hilfe von 
Kontrollversuchen gelang es mir festzustellen, daß in den Pilzen weder 
freies Ammoniak noch dessen Salze in genügender Menge zur Harnstoff- 
anreicherung vorhanden sind, daher ist es schwer, sich die Harnstoff- 
bildung zu erklären. Allerdings beweisen Versuche, bei denen es nicht 
gelingt, in schwacher Alkalilösung Ammoniak abzudestillieren, noch 
nicht, daß das gegebene Medium ammoniakfrei ist, das ist be- 
sonders zu berücksichtigen, wenn das Untersuchungsmaterial, wie es 
bei meinen Versuchen stets der Fall war, kolloidale Körper enthält. 
Die Versuche von Baumann und Wieler?) einerseits, und die von 
Weevers®) andererseits, denen es nicht gelungen war Ammoniak aus 
Kolloide enthaltendem Boden zu isolieren, bestätigen vollständig meine 
Mutmaßung. Bei den vom Myzel entfernten Fruchtkörpern konnte die 
Harnstoffansammlung nicht weit fortschreiten, da in diesem Falle als ` 
einschränkender Faktor der Mangel an Ammoniak mitspricht, den die 
Pilze sonst aus dem Boden schöpfen konnten. Aus diesen Erwägungen 
heraus beschloß ich das fehlende Ammoniak den Pilzen entweder in 
Form von gasförmigem Ammoniak, oder in Lösung in Form von Salzen, 
zuzuführen. Nach der Behandlung mit Ammoniak wurden die Frucht- 
körper oder ihre Hälften einige Tage der Nachreife überlassen, während 
dieses Zeitraumes konnte ein Teil des Ammoniaks sich in Harnstoff 
umwandeln. Auf diese Weise ist es gelungen, die Bildung von Harnstoff 


1) N. N. Iwanoff, Le: diese Zeitschr. 185, 1, 1923. 
2) Baumann und Wieler, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 80, 1912. 
3) Th. Weevers, Recueil des Trav. bot. Néerlandais 18, Livr. II, 1916. 
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aus Ammoniak zu konstatieren. Die zum Versuche ausgewählten Pilze 
(Lycoperdon saccatum, L. gemmatum, L. piriforme, L. molle) wurden 
zuerst mit destilliertem Wasser gewaschen, mit Filtrierpapier abgerieben 
und so zum Versuche verwendet. Trotzdem die Fruchtkörper einige 
Tage lang der Luft ausgesetzt waren, blieben sie vollständig gesund, 
es kam kein Schimmel auf. Die Schnittfläche härtete auch schnell 
durch Eintrocknen. Die Methodik der Harnstoffbestimmung war die- 
selbe, die bei der vorigen Arbeit benutzt war: der Harnstoff wurde durch 
Xanthhydrol nach Fosse (l. c.) gefällt. 


Versuch 1. Ein großes Exemplar Lycoperdon saccatum, zu Beginn 
der Reife, wurde der Länge nach in zwei Teile zu je 9,2 g geschnitten. 

I. Teil befand sich 3 Stunden lang in feuchter Atmosphäre unter 
einer Glocke. 


II. Teil 3 Stunden unter einer Glocke, worin eine Schale mit 10 cem 
Ammoniak (das käufliche, mit der vierfachen Menge Wasser verdünnt) 
gestellt war. 

Nach der Behandlung blieben beide Teile an der Luft bei Zimmer- 
temperatur während 4 Tagen liegen, sodann wurden sie bei 40 und 105° 
getrocknet, zu Pulver verrieben und mit Wasser zweimal auf dem Wasser- 
bade extrahiert; im Filtrat wurde Harnstoff bestimmt. 

` Trockengewicht der Teile 0,9880 g. 





_—— — ve seg — ` eme —— Oo 
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.. Niederschlag 
von Ditanthyi Harnstoffmenge WÉI Hemstolt 
d deen . Trockengewicht 
EE as me. .. Ge 
I. Kontrolle... 197,5 | 28,2 2,85 
II. Mit Ammoniak bearbeitet 264,0 | 37,7 | 3,81 


Wenn die Harnstoffmenge des Kontrollversuchs als 100 angenommen 
wird, so beträgt die des ammoniakalischen 133. Es wurde also ein Steigen 
der Harnstoffmenge um 33% in dem mit Ammoniak behandelten Teile 
konstatiert. 

In einer besonderen Probe wurde im Filtrat die Menge des gesamten 
Stickstoffs bestimmt. 

Lee ww 22,2 mg 

1... 2.2.20... 26,3 mg 


Nach Waschen mit Wasser wurde in den Resten der Gesamtstickstoff 
bestimmt. 


Das Ergebnis war bei I. 52,8 mg, bei II. 60,0 mg. 


Somit war der Gesamtstickstoff der Proben: 
T... .. 75 mg (52,8 + 22,2) 
II.. . . . 86,3 mg (60,0 + 26,3) 


d. h. während der Behandlung mit Ammoniak wurden in II. absorbiert: 
11,3 mg ammoniakalischen Stickstoffs (86,3— 75,0). 

Also hatte sich in II. 9,5 mg Harnstoff mehr (37,7 — 28,2) oder 4,43 mg 
Harnstoffstickstoff mehr als in I. gebildet. 
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Zusammenfassend ergibt sich, daß aus 11,3 mg absorbiertem Stickstoff 
4,43 mg in Harnstoff umgesetzt sind, oder 39,2 %. 

Für folgende Versuche wurden Fruchtkörper von L. gemmatum ge- 
wählt, bei denen nach bisherigen Analysen die Harnstoffmenge größer als 
bei L. saccatum ist. 


Versuch 2. Die Fruchtkörper von Lycoperdon gemmatum bei be- 
ginnender Sporenbildung wurden der Länge nach in zwei Teile von je 
10,4 g geschnitten. | 

I. Teil wurde 7 Stunden unter eine Glocke in feuchte Atmosphäre 
gebracht. 

II. Teil 7 Stunden unter eine Glocke in ammoniakalische Atmosphäre 
(eine Schale mit 10 ccm wässerigen Ammoniaks, um das Fünffache ver- 
dünnt, s. Versuch 1). 

Dann trockneten beide Teile auf Filtrierpapier während 2 Tagen 
bei Zimmertemperatur, danach bei 40 und 105°. Jede Trockenprobe 
wog 1,32g. Nach Verreibung zu Pulver und zweimaligem Extrahieren 
auf dem Wasserbade wurden 52 ccm einer gelblichen Flüssigkeit abfiltriert 
und aus ihr der Harnstoff bestimmt. 














I ee | Harnstoff a 
ER e m mp | Trockengewicht 
L Kontrolle ....... ` A080 "04 5,36 
IJ. Mit Ammoniak `... 5658 808... 612 


In einer Probe des Filtrats wurde der Gesamtstickstoff bestimmt, 
es ergab: 


I. Kontrolle. . . . . . . . 56,7 mg 

II. Ammoniakalisch. . . . . 63,5 mg 
Die Bestimmung des Harnstoffstickstoffs ergab bei: 
I. Kontrolle . . . . 32,96 mg, d.h. 58,1% N des Filtrats. 
II. Ammoniakalisch . 37,68 „, > DIN a a eg 


Somit wird hier in dem mit Ammoniak behandelten Schnitt ebenfalls 
eine Harnstoffzunahme — von 5,36 auf 6,12% — beobachtet; außerdem 
sind 59%, Stickstoff im Filtrat auf Harnstoff zu beziehen, d. h. die Haupt- 
menge der löslichen Stickstoffverbindungen, die zur Sporenbildung er- 
forderlich gewesen waren. 

Die Behandlung mit gasförmigem Ammoniak ergibt gute Resultate 
m bezug auf die Harnstoffanreicherung; aber weiter ergaben die Versuche, 
daß eine anhaltendere N H,-Behandlung schon negative Resultate liefert, 
da der gebildete Harnstoff sich zu Ammoniak zersetzt, was mit einem 
Absterben der Pilzgewebe verbunden ist. Um auf den lebenden Pilz schonen- 
der einzuwirken, beobachtete ich im folgenden Versuch die Einwirkung 
des kristallinischen Ammoniumcarbonats, das sich zu Ammoniak zersetzt. 


Versuch 3. Sieben Fruchtkörper von Lycoperdon molle, zu Reife- 
beginn, wurden der Länge nach in zwei Teile von je l4g zerschnitten. 

I. Probe ohne Behandlung mit Ammoniak. 

II. Probe wurde 24, Stunden unter eine Glocke, in der sich eine 
Schale mit 2 g (NH,),CO, befand, gelegt. Nach 3 Tagen wurde der Harn- 
stoff in beiden Fällen, wie bei den vorigen Versuchen, bestimmt. 
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Dixanthyl- | | o Harnstoff 


Trockengewicht harnstoff ; Harnstoff 
g mg ; mg Trockengewicht 
I. Kontrolle . . . . 1,1002 223,0 31,8 2,89 
II. Ammoniek ... 1,1660 267.5 38,2 | 3,27 


In diesem Versuch wird auch ein Steigen des Harnstoffs von 31,8 bis 
auf 38,2 mg beobachtet. Weiterhin beschloß ich, den Pilzen Ammoniak 
in Form eines in Wasser löslichen Salzes zuzuführen. Zu diesem Zwecke 
wurden die der Länge nach zerschnittenen Pilze mit der Schnittfläche in 
Kristallisationsschalen gelegt, worin in dünner Schicht für den Kontroll- 
versuch Wasser, im anderen Falle 1—2proz. Lösung von milchsaurem 
Ammon gegossen war. Danach wurden die Teile aus der Flüssigkeit ge- 
nommen und nach dreitägigem Reifen auf Harnstoff hin analysiert. 


Versuch 4. Sechs junge Fruchtkörper von Lycoperdon saccatum 
wurden der Länge nach in zwei Teile zu je 33 g zerschnitten. 

I. Wurde 8 Stunden im Kristallisator in 100 ccm Wasser gelegt. 

II. Wie I. behandelt, doch war statt Wasser 100 eem einer 2proz. 
milchsauren Ammoniumlösung genommen. 

Die Pilze wurden dann 3 Tage der Nachreife überlassen, getrocknet, 
mit Wasser extrahiert; der Harnstoff wurde im Filtrat bestimmt. 





Trockengewicht Daun 3 Harnstoff | "la det e 
g | mg | mg Trockengewicht 
I. Kontrolle... . 3.2855 531,1 75,79 2,30 
II. Ammoniak ... 3.4554 642,6 91,69 | 2.65 


Während des dreitägigen Nachreifens hatten die Pilze in Versuch II 
15,9 mg mehr Harnstoff als im Kontrollversuch I gebildet. Die Kontroll- 
versuche haben gezeigt, daß aus den Pilzschnitten durch das Eintauchen 
in die Flüssigkeit nur geringe Mengen von Stickstoffverbindungen in Lösung 
gehen; dieser Befund darf nicht auffallen, wenn man berücksichtigt, daß 
die Versuchspilze sich im lebenden Zustande befinden. 


Versuch 5. Junge Fruchtkörper von Lycoperdon molle wurden der 
Länge nach in zwei Teile zu je 90 g zerschnitten. 

I. Wurde 10 Stunden in 100 ccm Wasser stehen gelassen. 

II. Ebenso, nur statt Wasser 2proz. Lösung von milchsaurem Ammon. 

Nach dreitägigem Reifen wurden die Pilze getrocknet und auf Harn- 
stoff hin untersucht. 





Dixantby]» j i 0 Herner ff 
Trockengewicht harnstoff Harnstoff ` ` lo auf 2 


g Al mg Trockınge wicht 
I. Wasser... | 6,5130 0,9487 135,4 2,08 
IT. Ammoniak ... 6.7930 1.3397 191,2 | 2,81 


Wenn man als Faktor für die Harnstoffmenge bei I. (Wasser) = 100 
einsetzt, so ist II. Ammon = 14l. 
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Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach Waschen mit Wasser 
und im Filtrat, in dem Harnstoff bestimmt war, ergab: 














d N des Filirats N des Restes Gesamt-N 


a dh SO IE. SE WEHR... ZUR 
I. Wasser ne 298,1 | 324,6 622,7 
IL Ammoniak Sr 338,7 336,7 675.4 


Im Wasser, in dem die Pilze 10 Stunden gelegen, wurde der Gesamt- 
stickstoff mit 5,2 mg bestimmt. Von 822,7 mg Gesamtstickstoff der Probe I 
wurden mit Wasser nur 5,2 mg extrahiert, Harnstoff wurde hierin nur in 
Spuren gefunden. Die Harnstoffansammlung der ammoniakalischen Probe 
indessen übertraf die Kontrolle um 55,8 mg (191,2— 135,4). Bemerkens- 
wert ist außerdem noch, daß der Gesamtstickstoff im Filtrat der ammo- 
niakalischen Probe 40,6 mg, der des Harnstoffstickstoffs 26,0 mg (was einem 
Überschuß von Harnstoff um 55,8 mg entspricht) mehr als in der Kontrolle 
beträgt, d. h. daß 64% des absorbierten Ammoniaks zu Harnstoff um- 
gesetzt sind. 

In allen ausgeführten Versuchen wurde eine erhöhte Harnstoffbildung 
bei den Proben, denen Ammoniak zugesetzt war, konstatiert; in den nach- 
folgenden Versuchen wurde der Harnstoffgehalt in den Pilzen vor der 
Behandlung mit Ammoniak bestimmt. 


Versuch 6. Junge, unreife Exemplare von Lycoperdon piriforme des 
gleichen Alters wurden in drei Portionen von je 36,2g geteilt. Die Frucht- 
körper wurden während des ‚Versuchs nieht zerschnitten. 

I. Zerkleinert und sofort getrocknet. 

II. Dem Nachreifen überlassen. 

III. Die Probe wurde 10 Stunden in 100 ccm einer Lösung von lproz. 
milchsaurem Ammon gelegt, danach 2 Stunden einer Ammoniakatmosphäre 
ausgesetzt, dann dem Nachreifen überlassen. 

Die Proben wurden nach dreitägigem Nachreifen getrocknet und zur 
Harnstoffbestimmung verwendet. 








l Dixanthyl» 


Trockengt eicht harnstoff' ; Harnstoff Te SE 





| g mg | mg | Trockengewicht 
I. Kontrolle . .. | zen ` 3110 44 ' 118 
U. Ohne Behandlung ` | 
mit Ammoniak . | 3,5461 | 657,6 93,9 | 2,67 
I. Ammoniak. . . | 35123 123.2 103.3 291 


Die Harnstoffmenge steigt mehr als ums Doppelte im Vergleich zur 
Kontrolle; in der dritten, mit Ammoniak behandelten Probe wurde eben- 
soviel Harnstoff wie in anderen Versuchen erhalten. Bemerkenswert ist 
die Gewichtsabnahme beim reifenden Pilze, sie erreicht beinahe 10°%;, 
wie aus dem Vergleich der Proben I., II. und III. zu ersehen ist; parallel 
mit dieser Gewichtsabnahme bei erhöhter Atmung geht der Reifeprozeß 
unter Sporenbildung und Harnstoffanreicherung. Diese Beobachtung 
trat auch bei meinen bisherigen Arbeiten zutage und wurde hiermit die 
Annahme bestätigt, daß der Harnstoff durch Oxydation der organischen 
Substanz in Gegenwart von NH, gebildet wird. Selbstverständlich tritt 
im Pilzorganismus der Moment ein, wo der größte Teil des in Form von 
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Ammoniak aufgenommenen Stickstoffs in Harnstoff umgewandelt ist, und 
in dieser Form zur Zeit der Sporenbildung verbraucht wird. Je jünger 
der Fruchtkörper ist, desto weniger Harnstoff enthält er, und desto geringer 
seine Fähigkeit, ihn bei der Oxydationssynthese aufzubauen; folgender 
Versuch dient zur Bestätigung. 


Versuch 7. Es wurden kleine junge Fruchtkörper von Lycoperdon 
piriforme der Länge nach in zwei Teile von je 16 g geschnitten. Durch 
vorausgegangene Analyse war festgestellt, daß die Versuchspilze vollkommen 
harnstofffrei waren. 

I. Nachgereift auf Filtrierpapier. 

II. Blieb 12 Stunden unter einer Glocke, in der sich einige Kristalle 
von (NH,),CO, befanden und wurde dann der Nachreife überlassen. 


Nach 3 Tagen wurden die Proben getrocknet und in ihnen der Harn- 
stoff bestimmt. 








Dixanthyl. 





| Trockengewicht harnstoff Harnstoff lo knaten 

| g mg | mg Trockengewicht 
I. Kontrolle . . . . ` 1,8585 425 ' 62 0,33 
II. Ammoniak .. . 1,8388 80,0 | 11,43 | 0,62 


Die Menge des gebildeten Harnstoffs ist im Vergleich zu früheren 
Versuchsergebnissen sehr unbedeutend, aber doppelt so groß bei der armo- 
niakalischen Probe als bei der Kontrolle. 

Ich beschreibe nicht mehr eine Reihe von Versuchen, die die An- 
nahme der Harnstoffbildung aus zugeführtem Ammoniak bestätigen; 
ich muß hervorheben, daß dieser Prozeß sowohl bei jungen als auch 
bei reifenden Fruchtkörpern stattfindet; besonders bemerkenswert ist 
der letzte Fall. In der Tat muß nach Fosse der aufgespeicherte Harn- 
stoff durch Urease vollständig bis zum Ammoniak gespalten werden. 
Ich!) konnte das bisherige Schema des Vorganges erweitern durch 
meine Voraussetzungen, nach denen ein Teil des Harnstoffs ohne 
vorausgehende Spaltung zu Ammoniak ausgenutzt werden kann, 
und zwar durch die Bildung des Arginins und der Purinbasen. Im 
Reifestadium der Sporen nutzen die Fruchtkörper das zugeführte 
Ammoniak nicht auf einmal aus, sondern setzen es in Harnstoff um, 
der als Reservestickstoffquelle zunächst angelagert wird. Wir wissen, 
daß die Zuführung von Ammoniak in den tierischen Organismus zum 
Harnstoffaufbau führt. Andererseits wissen wir, daß die Pflanze kein 
Ammoniak aufspeichert; das bei dem Eiweißabbau gebildete und zu- 
nächst nicht ausgenutzte Ammoniak wird in Form von Amiden des 
Asparagins oder Glutamins angelagert. Weiter haben die Versuche 
der Japaner Kinoshita und Suzuki gezeigt, daß bei Ernährung der 


1) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 185, 1, 1923. 
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Pflanzen in Wasserkulturen mit ammoniakalischen Salzen Asparagin 
gebildet wird. Besonders bezeichnend hierfür sind die Versuche von 
Prianischnikow!) und seinen Schülern, denen es gelungen ist, durch 
Ernährung der Pflanzen mit Chlorammonium die Menge des Asparagins 
in einigen Fällen, in anderen die des Glutamins zu verdoppeln. Alle 
diese Versuche können in Analogie zu den Erscheinungen der Harnstoff- 
anreicherung in Pilzen aus Ammoniak gebracht werden. Nach den 
alten Versuchen von Palladin?) ist die Asparaginbildung ein Oxydations- 
prozeß; diese Feststellung findet neue Bestätigung durch die Ergebnisse 
meiner Arbeiten, nach denen der Harnstoff, ebenso wie auch andere Amide 
Asparagin und Glutamin, pflanzliche Reserve-Ernährungsstoffe dar- 
stellen. Alle meine Versuche sind an lebenden, vom Myzel entfernten 
Pilzen ausgeführt; um einer eventuellen Einwendung begegnen zu 
können, daß die Harnstoffbildung bei Einführung von Ammoniak 
ein pathologischer Prozeß sei, habe ich noch zwei Versuche an lebenden 
vom Myzel nicht entfernten Pilzen vorgenommen. 


Versuch 8. Es wurde eine Gruppe reifender Fruchtkörper von Lyco- 
perdon piriforme mit Myzel und einem, Teil des Bodens, auf dem dieses 
Myzel gewachsen, untersucht. Der Rasen wurde in drei Teile geteilt, so 
daß noch jeder aus sechs ungefähr gleich großen Fruchtkörpern bestand. 

I. Sechs Exemplare wurden vom Myzel entfernt, zerschnitten und 
getrocknet, darauf zur Harnstoffbestimmung verwendet. 

II. Das andere Rasenstück wurde mit dem Myzel in eine Schale 
mit 100 ccm Wasser getaucht (die Fruchtkörper ließen sich nicht anfeuchten). 

III. Behandelt wie II., jedoch statt Wasser wurden 100 ccm einer 
lproz. milchsauren Ammoniumlösung genommen. 

Nach Verlauf von 2 Tagen wurden die Fruchtkörper (zu je sechs Exem- 
plaren) der Probe II und III entfernt und weitere 2 Tage auf Filtrierpapier 
gelassen. 

Nach dem Trocknen und Verreiben zu Pulver wurde in allen drei 
Proben der Harnstoff bestimmt. 











SE Danny? Harnstoff Yo Harnstoff au f 
lem | ~ | w omg O 
I. Kontrolle. | 2125 | 30,3 T 1,59 
I. Wasser. .... 265,5 | 37,9 | 1,92 

III. Ammoniak . . 187,0 287 © 2A 





1) Prianischnikow und Schulow, Journ. f. exper. Agronomie 1910 
(russisch). 

2) Palladin, Die Einwirkung von Sauerstoff auf den Zerfall der Eiweiß- 
stoffe. 1889. 

‚*) Die drei Pilzproben von je sechs Exemplaren waren dem Gewichte 
nach nicht gleich, was sich aus den Trockengewichtszahlen ergibt; darum 
kann man den resultierenden Prozentgehalt des Harnstoffs nur auf das 
Trockengewicht beziehen. 
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Auf 10 g Trockensubstanz wurde Harnstoff in Milligrammen erhalten: 
bei I. 159,3; II. 192,3; III. 224,4. 

Probe III der Pilze hatte ammoniakalisches Salz aus dem Myzel auf- 
genommen und daraus einen Überschuß an Harnstoff produziert. 

Somit findet auch die Harnstoffanreicherung unter natürlichen Be- 
dingungen statt auf Kosten des im Boden enthaltenen Ammoniaks. 


Versuch 9. Der vorige Versuch wurde wiederholt an ganz jungen 
Fruchtkörpern von L. piriforme. 

Bei Probe I blieb das Myzel im Wasser, bei Probe II in 100 ccm einer 
lproz. Lösung von milchsaurem Ammon. Nach der Vorbehandlung wurde 
der Harnstoff in den Proben bestimmt. 


u l Auf 10g 
De SE | ee 
| Trockengewicht | Harnstoft 
| | mg 
| nz 
T. Wasser ..... 1,39 139,0 
II. Ammoniak ... 1,93 | 193 4 


Dasselbe Ergebnis wie beim vorigen Versuch. 

Nach den ausgeführten Versuchen kann man wohl als ausreichend 
bewiesen ansehen, daß der Harnstoff aus zugeführtem Ammoniak ge- 
bildet wird, und zwar war das Ergebnis das gleiche, ob die Pilze vom Myzel 
entfernt wurden oder nicht. 

Unentschieden bleibt noch die Frage der Zwischenreaktionen, die 
der Bildung des Harnstoffs vorangehen. Wie ich schon oben bemerkt 
habe, hat Fosse (l. c. 1920) Cyansäure als ein Zwischenprodukt der 
Oxydation organischer Verbindungen mit Permanganat in Gegenwart 
von Ammoniak nachgewiesen. Fosse hat gezeigt, daB man Cyansäure 
auch auf indirektem Wege, beim Erhitzen mit NH, als Harnstoff, 
nachweisen kann nach der Gleichung: HCNO + NH, — NH,CONH,.. 
Nachdem es mir gelungen war, durch Zuführung von Ammoniak den 
Harnstoffgehalt im Gewebe des lebenden Pilzes zu erhöhen, stellte 
sich mir die Frage auf, ob nicht vor dieser Harnstoffbildung in Pilzen 
auch Cyansäure als eine Zwischenverbindung auftritt. Zur Lösung 
dieser Frage zerschnitt ich Fruchtkörper in zwei gleiche Teile und 
vermischte sie in der Reibschale, in einem Falle mit Wasser, im 
anderen Falle Wasser mit 1 bis 22g Ammoniumchlorid. Beide Proben 
wurden dann auf dem Wasserbade erhitzt und im Filtrat der Harnstoff 
bestimmt. Ich habe mehrere solcher Versuche durchgeführt, aber in 
keinem einzigen Falle habe ich eine Harnstoffzunahme feststellen können. 
Somit hat der Weg der Cyansäurefeststellung zu negativen Resultaten 
‚geführt, und die Frage über ihr Vorkommen als Zwischenprodukt 
muß vorläufig unbeantwortet bleiben. Die erwähnten Versuche weisen 
nochmals darauf hin, daß die Harnstoffbildung nur in lebenden Pflanzen 


vor sich geht, und daß sie einen wichtigen physiologischen Prozeß 
darstellt. 
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Zum Schlusse komme ich zu folgender Zusammenfassung: 

1. Die Harnstoff enthaltenden Pilze, zu denen auch die von mir 
untersuchten Arten der Lycoperdone gehören, vermögen während des 
Reifeprozesses reichliche Mengen Harnstoff aus zugeführten Ammoniak- 
verbindungen zu bilden. 

2. Dieser Prozeß der Harnstoffbildung vollzieht sich, einerlei ob 
die Pilze geteilt oder ganz vom Myzel entfernt wurden oder im Zu- 
sammenhang damit blieben. 

3. Die Harnstoffanreicherung aus Ammoniak während der Reife- 
periode der Pilze, bei der die Oxydationsprozesse eine große Rolle 
spielen, ist vergleichbar mit der Asparagin- und Glutaminbildung, gemäß 
den in der Literatur angegebenen Bedingungen. 

4. Alle Versuche, die Umsetzung und die Harnstoffbildung in 
Pilzen betreffend, ergaben, daß man den Harnstoff als eine stickstoff- 
haltige Reservesubstanz auffassen muß, die dem Asparagin und Glutamin 
in physiologischer Beziehung ähnlich ist. 





Der Kohlehydratstoffwechsel bei Avitaminose. 


II. Mitteilung. 
Glykogen und Avitaminose. 


Von 
J. A. Collazo aus Montevideo, Süd-Amerika. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 


In der ersten Mitteilung (1) über den Kohlehydratstoffwechsel bei 
Avitaminose habe ich das Verhalten des Blutzuckers bei den verschie- 
denen Avitaminosearten dargestellt (Mangel der Faktoren A, B, CL 

Ich habe weiter gefunden, daß bei der Avitaminose der Blutzucker- 
gehalt in einem ersten Krankheitsstadium zurückgeht, während der. ` 
selbe in einem späteren Stadium der Krankheit allmählich wieder an- 
steigt, um dann schließlich zu einer Hyperglykämie zu führen. 

Während Funk (2) und Schönborn, Ogata (3) und ihre Mitarbeiter 
nur an mit Reis gefütterten Vögeln arbeiteten, experimentierten wir 
sowohl an solchen Vögeln (Tauben und Hühner), wie auch an Meer- 
schweinchen und Hunden, von denen die ersteren mit trockenem Hafer 
gefüttert worden waren, während die Hunde eine nachstehend be- 
schriebene gemischte vitaminfreie Kost erhalten hatten. 

Es erhebt sich nun angesichts dieser Tatsachen die Frage, wodurch 
bei der Avitaminose die anfängliche Hypoglykänie und die spätere 
Hyperglykämnie entsteht. 

Für die Beantwortung dieser Frage ist es vor allem wichtig, sich 
über das Verhalten des Glykogens im Körper bei der Avitaminose zu 
orientieren, da ja eben bekanntlich der Blutzuckergehalt in engster 
Beziehung zum Glykogenaufbau und -abbau steht. 

Nun liegen Beobachtungen von Funk, wie auch von Ogata und 
seinen Mitarbeitern vor, die besagen, daß bei der Beriberi der Tauben 
der Glykogengehalt der Leber herabgesetzt sei. Funk hat das mit Hilfe 
seiner Methode, Ogata mit Anwendung der mikroskopischen Methode 
dargetan. 
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Wir haben nun vorerst einmal die Angaben Funks und Ogatas 
deshalb nachprüfen zu müssen geglaubt, weil diese sich nur auf Beriberi 
bei Vögeln bezogen und uns die Methodik dieser Autoren nicht hin- 
länglich sicher schien, um eine Frage von so fundamentaler Bedeutung 
zu entscheiden. | 

= Die kolorimetrische Untersuchungsmethode zeigt nach den Er- 
fahrungen Pflügers (4) keine genauen Ergebnisse, weil, wie jeder mit 
Glykogen Arbeitende bemerkt haben wird, das Jod bei den ver- 
schiedenen Glykogen- (Leber-, Muskel- usw.) Arten verschiedene braune 
Töne ergibt, wie schon seit Ol. Bernard bekannt ist. 

Die mikroskopische Methode nach Best gibt, obwohl sie genauer 
als die kolorimetrische ist, nur eine lokalanatomische Darstellung, d.h. 
sie liefert einen qualitativen Nachweis. 

Um zu den genannten Resultaten zu gelangen, wendeten wir die 
bekannte Pflügersche Methode der genauen quantitativen Glykogen- 
bestimmung an (5). 

Unser Material bestand aus den zerkleinerten oder gemahlenen 
Tierkörpern, die mit dem gleichen Volumen konzentrierter 60 proz. 
Kalilauge in siedendem Wasserbade gekocht wurden. Die Extraktion 
des ganzen Glykogens ist durch diese Methode gesichert. Unter Hinzu- 
fügung eines gleichen Volumens 93 proz. Alkohols wurde das Glykogen 
gefällt. Nach Filtration, Auflösung des Rückstandes in siedendem 
Wasser, Neutralisation und Hydrolysierung mit Salzsäure wurde der 
Zucker gewonnen. Die Bestimmung wurde nach nochmaliger Neu- 
tralisation mit Schmidts Polarisationsapparat vorgenommen und die 
Ergebnisse bei den Versuchen nach Reduktion nach der Bertrandschen 
Methode kontrolliert. Die Resultate waren bei Anwendung beider 
Methoden voneinander abweichend insofern, als sich bei der optischen 
Methode ein bis zu 30 %, niedrigerer Wert ergab, als bei der Reduktions- 
methode. 

Bei der Bestimmung kleiner Zuckermengen ist nach meinen Beob- 
achtungen die optische Methode gegenüber der Bertrandschen nicht 
empfehlenswert. 

Um zu deutlich erkennbaren Resultaten zu gelangen, haben wir 
zu Vergleichszwecken Versuche an hungernden und normal ernährten 
Tieren vorgenommen. Wir haben dann weiterhin die Beobachtungen 
Funks und Ogatas an Tauben auch an Meerschweinchen und Hunden 
kontrolliert, wobei wir, wie schon gesagt, die Meerschweinchen mit 
trockenem Hafer und Salzgemisch, die Hunde mit 50g vitaminfreiem 
Pferdefleisch, 50 g poliertem Reis, 30g Schweineschmalz und 3g Salz- 
gemisch ernährten. 

Alle Tiere wurden sogleich nach dem Tode zwecks Entnahme des 
Materials seziert. Der Blutzuckergehalt war vorher bereits bestimmt 
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worden. Als die Tiere sich im letzten Stadium der Krankheit befanden, 
war der Zuckerwert ein höherer als der Normalwert. Bei der Sektion 
ergab sich, wie wir in unserer ersten Mitteilung bereits erwähnten, daß 
der Darmkanal vollständig mit Nahrung angefüllt war, da die Nahrungs- 
aufnahme bis zum Tode erfolgte. Das besagt, daß der Faktor Hunger 
im gewöhnlichen Sinne des Wortes während unserer Versuche nicht 
bestand. 

Einem unserer Hunde (Nr. 25), welcher die Nahrung verweigerte. 
wurde diese mittels einer Sonde eingegeben ; der Tod trat dennoch ein. 

Unsere Versuche fanden unter gleichzeitiger Beobachtung von 
gesunden, normal ernährten Kontrolltieren statt. Das Resultat unserer 
Untersuchungen war folgendes: 


Versuche an Tauben und Hühnern. 


Für normal ernährte Tauben, welche Hafer, polierten Reis und Erbsen 
erhielten, fanden wir einen Glykogengehalt der Leber von 2,100 %, für 
den ganzen Körper einen solchen bis zu 0,81%. 

Für manche der über 20 Tage mit geschliffenem Reis und Salzgemisch 
vitaminfrei ernährten Tauben fanden wir bei großer Hyperglykämie nur 
ganz unbedeutende Spuren, welche fast keine Jodreaktion zeigten. 

Der gesamte Körper, ausschließlich der Federn, wurde gemahlen und 
danach der Glykogenwert bestimmt, der im allgemeinen höher war als 
der Leberwert.. Im Hungerzustande war ein Glykogengehalt der Leber 
von 0,502 %, für den übrigen Körper ein solcher von 0,301 % gefunden 
worden. 

Bei Hühnern haben wir unter den gleichen Bedingungen einen Leber- 
glykogenwert von 3,10%, für den übrigen Teil des Körpers 0,971% fest- 
gestellt. Im avitaminösen Zustande fanden wir für die Leber 0,100 %, 
für die anderen Körperteile 0,093 %. 

Im Hungerzustande wurde ein Glykogengehalt der Leber von 0,149 %, 
für die übrigen Körperteile ein solcher von 0,393 %, festgestellt. 


Versuche an Meerschweinchen. 


Wie wir bei beriberikranken Tauben (Mangel der Faktoren A, Bund C) 
gefunden haben, stellten wir ebenso bei den Meerschweinchen, welche 
experimentell Skorbut (Mangel des Faktors C) aufwiesen, den gleichen 
Glvkogenwert fest: 


für Leberglykogen.. . . 4,80 a ! 5 
vn Muskelglykogen . . 0,937 % bei normaler Ernährung, 
vn Leberglykogen. . . 0,070% 


„ Muskelglykogen . . 0,200 % l bei vitaminfreier Ernährung. 


Im Hungerzustande war ein Glykogengehalt der Leber von 0,961 %, 
für die übrigen Körperteile ein solcher von 0,973% festzustellen. 


Versuche an Hunden. 


Wie wir bei den Vögeln bei Beriberi (Mangel der Faktoren A, B und C), 
bei den Meerschweinchen beim Skorbut (Mangel des Faktors C) einen 
Glykogenschwund feststellen konnten, zeigte sich beim jungen Hunde 
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bei experimenteller Wachstumsstörung (Mangel der Faktoren A, B und C) 
der gleiche Glykogenverlust. Bei normaler Ernährung fanden wir für Leber- 
glykogen 5,00%, für Muskelglykogen 1,63 %, für Herzglykogen 0,807 %, bei 
vitaminfreier Ernährung für Leberglykogen 0%, für Muskelglykogen 
0,097 %, für Herzglykogen 0,021 %, Gehalt. 

Im Hungerzustande wurde ein Glykogengehalt der Leber von 0,977 %, 
für die Skelettmuskulatur 0,895 %, für den Herzmuskel ein solcher von 
0,103 % festgestellt. 


Zusammenfassung. 


l. Im hyperglykämischen Stadium der Avitaminose ist unter den 
genannten Fütterungsbedingungen die Leber so gut wie glykogenfrei (Ver. 
suche an Tauben, Hühnern, Meerschweinchen und Hunden). 

2. Im hyperglykämischen Stadium der Avitaminose ist der ganze 
Tierkörper so gut wie glykogenfrei (Versuche an Tauben und Hühnern). 

3. Im hyperglykämischen Stadium der Avitaminose ist die Skelett- 
muskulatur fast glykogenfrei; die auf gleiches Ausgangsgewicht der frischen 
Organe berechneten nachweisbaren Glykogenspuren waren beim Muskel 
ein wenig größer als bei der Leber (Versuche an Meerschweinchen und 
Hunden). 

4. Im hyperglykämischen Stadium der Avitaminose ist der Herz- 
muskel so gut wie glykogenfrei (Versuche am Hunde). 

5. Im Vergleich hierzu zeigen die einfach hungernden Tiere während 
des letzten Stadiums der Krankheit bei gleichzeitiger geringer Hyper- 
glykämie einen wesentlich höheren Leber-, Herz- und Muskelglykogen- 
gehalt. 

6. Die verschiedenen experimentell erzeugten avitaminösen Krank- 
heiten bewirkten dieselben tiefen pathologischen Veränderungen im Kohle- 
hydratstoffwechsel, wie ich dies bereits bei der Feststellung der Blutzucker- 
gehalle bewiesen habe. Mit anderen Worten: Die verschiedenen Vitamine 
A, B,C spielen dieselbe physiologische Rolle im Kohlehydratstoffwechsel 
hei Vögeln, Nagetieren und Fleischfressern!). 
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Vitaminfrei ernährt , Leber ı 8 8 0,010 
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| Leber 7 7 | 0,200 
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Versuche an jungen Hühnern. 
ar 7 er Leber ı 28 |! 28,310 |! 
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26 Tage 360 Muskel — ? 
ı7 || Vitaminfrei ernährt | 700 Leber | uj 111 0 0.209 
31 Tage 490 || Muskel | — > 
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33 Tage 260 Muskel | — | 100" 0,100 | ® 
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7. Woche 8650 
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Vitaminfrei ernährt | 4580 | Herzmuskel 121 100, 0.021 
Leber 162,100, 0 | 
13. Woche 8 700 
25 Sk.-Muskel — |100 | 0,201 , 0,203 
 Vitaminfrei ernährt | 6200 Herzmuskel '100 100. 0, 031 
| 
| 10000 ` Leber 227 100. 0401, 
26; 27 Tage Hunger 7580  Bk Muskel — 0,571 | 0,175 
| ' Herzmuskel ` 121 100 o ` 
Leber "168 100° 0,977 
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n 25., eg | Sk.-Muskel | 100! 0,895 | 0,183 
| Herzmuskel 109 | 100 0,103 


Der Kohlehydratstoffwechsel bei Avitaminose. 


III. Mitteilung. 


Über den Einfluß von Traubenzuckerzufuhr in kleinen und großen Mengen 
auf den Blutzucker beim normalen, hungernden und avitaminösen Körper. 


Von 
J. A. Collazo (Montevideo), S. A. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 
Mit 12 Kurven im Text. 


In meiner ersten Mitteilung (1) habe ich gezeigt, wie bei der Avitami- 
nose der Blutzucker in dem ersten Stadium der Krankheit sinkt, um 
danach beträchtlich anzusteigen, so daß eine Hyperglykämie zustande 
kommt. Dieses Phänomen gab mir Veranlassung, einmal die Frage zu 
prüfen, wie der avitaminöse Körper mit Zucker fertig wird, der ihm 
einmalig in kleinen oder großen Mengen zugeführt wird. Da nun die 
Avitaminose insofern Beziehungen zum Hungerzustande hat, als bei ihr 
die resorbierte Nahrung nicht in normaler Weise assimiliert wird, war es 
von Interesse, den hungernden Körper und einen normalen Organismus 
als Vergleichsobjekte bei diesen Versuchen heranzuziehen. Der avitami- 
nöse Körper steht gewissermaßen zwischen Normalkörper und hungern- 
dem Organismus. Mit dem Normalkörper hat der hungernde Körper 
gemeinsam, daß beide, wie ich zeigte (2), über Vitaminvorräte verfügen, 
während der avitaminöse Körper eben keinen Vitaminvorrat mehr hat. 
Wenn nun beim Zuckerstoffwechsel Vitamine eine ausschlaggebende 
Rolle spielen, dann muß sich bei der genannten Versuchsanordnung 
mit einmaliger Zuckerzufuhr offenbaren, daß hier sich der hungernde 
Körper und der normale Körper ähnlich verhalten, während der avitami- 
nöse Organimus eine Abweichung erkennen läßt. 

Nun zeigt der hungernde Körper aber, wie schon seit Claude 
Bernard (3) und Hoppe-Seyler (4) bekannt ist, und neuerdings auch Hof- 
meister (5) beim Hungerdiabetes, sowie Maassen und Zondeck (6) und 
Knack und Neumann (7) und aere beim Hungerödem dartaten, an 
sich schon eine Glykosurie oder eine Hyperglykämie, die auch gelegent- 
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lich zu leichter Glykosurie führen kann. Ganz dasselbe sieht man aber 
auch bei der Avitaminose, wie ich oben schon auseinandersetzte. Wäre 
die Ursache für die Hungerhyperglykämie und die Avitaminosehyper- 
glykämie dieselbe, dann müßten sich bei meiner Versuchsanordnung auch 
in beiden Fällen dieselben Erscheinungen zeigen. Ist das nicht der Fall, 
sondern trifft die vorher ausgesprochene Vermutung zu, dann darf man 
wohl annehmen, daß die Hungerhyperglykämie ätiologisch von der 
Avitaminosehyperglykämie verschieden ist, und daß die Erklärung 
für die avitaminöse Hyperglykämie eben in dem Vitaminmangel gesucht 
werden muß. 

Nun habe ich zunächst noch einmal, um meine früher mitgeteilten 
Beobachtungen über die Hyperglykämie bei Avitaminose weiter zu 
kontrollieren, an einem avitaminös ernährten Hunde bis zu seinem 
Tode am 68. Versuchstage den Blutzudkergehalt untersucht. 

Das etwa 10 kg schwere Tier bekam als Nahrung 50 g vitaminfreies 
Pferdefleisch, 50 g geschälten Reis, 30 g Schweineschmalz, 3 g Salzgemisch, 
lg Kochsalz- und Wasser nach Belieben. An Gewicht verlor es während 
des Versuchs innerhalb von 68 Tagen 34%, kg. Nach einer vorübergehenden 
leichten Senkung des Blutzuckers vom 12. bis 18. Tage trat eine fast kon- 


tinuierliche Steigerung ein, so daß das Tier am 2. Tage vor seinem Tode 
0,24% gegen 0,09% Blutzucker zu Beginn des Versuchs hatte (Kurve 1). 
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Kurve 1. Die Kurve stellt einen a Verlauf der Avitaminose vom 
1. bis 68. Versuchsteage dar. Die Zahlen sind die Analysennummern. Die Analysen 


wurden fast alle zwei Tage gemacht. 


Ich komme nunmehr zu den Versuchen, die den eigentlichen Gegen- 
stand dieser Mitteilung bilden. 

Ich hatte drei Hunde von fast gleichem Körpergewicht (etwa 10 kg). 

Der erste Hund N. war dauernd normal ernährt, der zweite Hund H. 
hatte 16 Tage gehungert (nicht gedurstet!), der dritte Hund A. war 7 Wochen 
lang in der soeben bei dem anderen avitaminösen Hunde beschriebenen 
Weise vitaminfrei ernährt worden. 

Jetzt wurde allen drei Hunden je 80g Traubenzucker (Schering) 
per os in 300 ccm Leitungswasser mit der Schlundsonde gegeben und nun- 
mehr halbstündlich der Blutzucker nach Bang bestimmt. Das Resultat 
(Kurve 2) war, wie e8 oben vorausgesagt wurde: Normaltier und Hungertier 
verhielten sich ganz ähnlich; das avitaminöse Tier zeigte eine enorme 
Hyperglykämie, die früher auftrat, größer war und länger dauerte als 
bei den anderen Tieren, nur erreichte sie ihren Höhepunkt etwas später, 
als das bei den anderen Tieren der Fall war. Das avitaminöse Tier allein 
bekam eine Glykosurie schon nach 1 Stunde. 2 Tage nach dem Versuch 
starb das Tier wie in einem Koma. 
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Um das Ergebnis dieses Versuchs noch weiter zu stützen, habe ich 
bei ein und demselben Tiere die eben an drei Tieren geschilderten Ver- | 
suche durchgeführt. Zunächst wurde bei diesem Tiere, als es Normal- 
nahrung erhielt, der Zuckerversuch (Gabe von 80g Glykose per os) ge - 
macht. Dann ließ ich das Tier 16 Tage hungern (nicht dursten!) und 
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Kurve 2. 80 g Glykose per os, 





“-TTSIIIIIITIITD 
LECH mn 






ar GG 1 ee 
C KK Sr, N 
Lal, JL 1 | 








= 
Nee 
SEI KEE Ee Ee 


Kurve 4. 10g Glykose per os. 


machte denselben Zuckerversuch am 16. Hungertage. Darauf wurde das 
Tier nach einer viertägigen Zwischenperiode bei reichlicher Fütterung 
mit Normalnahrung vitaminfrei in der oben beschriebenen Weise ernährt, 
und ee wurde der Zuckerversuch (80 g Glykose per os) am 40. Tage der 
vitaminfreien Ernährung gemacht. Wie aus der Kurve 3 ersichtlich ist, 
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war das Resultat der drei Versuche an ein und demselben Tiere unter den 
drei genannten Bedingungen (Normalnahrung, Hunger, avitaminöse Nahrung) 
genau dasselbe, wie es der vorher dargestellte Versuch gezeigt hatte. 

Aus allen diesen Versuchen geht hervor, daß eine Überschwemmung 
des Darmes mit leicht resorbierbarem Traubenzucker nach der peroralen 
Zufuhr in allen Fällen zu einer Steigerung des Blutzuckergehaltes 
führt. Der normale Körper wird am raschesten mit diesem Zucker 
fertig, denn die Hyperglykämie ist hier am geringsten und von der 
kürzesten Dauer. Dann folgt der hungernde Körper. Er zeigt in der 
größeren Schwierigkeit in der Bewältigung des in das Blut einströmenden 
Zuckers seine diabetische Disposition, auf die Hofmeister hingewiesen 
hat. Durch den Hunger werden also offenbar die zuckerzerstörenden 
Kräfte des Körpers vermindert, vielleicht dadurch, daß infolge des 
Hungerns die Produktion des glykolytischen Ferments herabgesetzt 
ist. Am hilflosesten ist dem Zuckeransturm aufs Blut gegenüber der 
avitaminöse Körper. Er hat ja bekanntlich auch eine starke diabetische 
Disposition (I. Mitteilung), die in der an sich schon vorhandenen Hyper- 
glykämie zum Ausdruck kommt. Ob hier ebenfalls eine Produktions- 
störung hinsichtlich des glykolytischen Ferments vorliegt, oder ob die 
Schädigung der glykogenbildenden Funktion (vgl. II. Mitteilung) in Be- 
tracht gezogen werden muß, oderob beide Faktoren nebeneinerallgemeinen 
Assimilationsstörung zusammenwirken, mag dahingestellt bleiben. 

Der Verlauf der Kurven zeigt, daß die Blutzuckerkurven für den 
normalen und hungernden Köper bei den Zuckerversuchen fast parallel 
laufen. Der Höhepunkt der Hyperglykämie fällt in beiden Kurven 
in dieselbe Zeit. Im Gegensatz dazu wird dieser Höhepunkt beim 
avitaminösen Körper später erreicht. Dazu kommt, daß bei diesem 
Experiment der Zuckerversuch nur bei dem avitaminösen Körper zur 
Glykosurie führte. Es wird also durch diese Punkte der avitaminöse 
Körper in seinem Verhalten bei der Zuckerverarbeitung von dem 
normalen und hungernden Körper unterschieden. Wir werden darum 
nicht jehlgehen, wenn wir diesen Unterschied eben auf den Vitaminmangel 
beziehen und annehmen, daß der Vitaminmangel in ganz besonders starkem 
Maße alle zuckerzerstörenden oder zuckerumbildenden Kräfte des Orga- 
nismus schädigt, und daß darum wohl auch die avitaminöse H yperglykämie 
äiologisch verschieden von der Hungerhyperglykämie sein muß. Elias 
und Kolb (8) haben die Hungerhyperglykämie als Folge der Hunger- 
azidosis aufgefaßt. Bei der Avitaminose ist die Ammoniakausscheidung, 
wie Tsuji (9) zeigte, normal; also spricht auch das dafür, daß die 
Hungerhyperglykämie und die Avitaminosehyperglykämie ätiologisch 
verschiedene Dinge sind. 

In dieser Auffassung werde ich auch noch durch folgende Versuche 
bestärkt, die ich derart anstellte, daß ich Normalhunden, Hungerhunden 
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und avitaminösen Hunden im Gegensatz zu den soeben geschilderten 
Experimenten ganz kleine Glykosemengen (10g) per os verabreichte. 

Die Versuche wurden an drei Normalhunden, an einem anderen 
Hungerhunde und an zwei anderen avitaminösen Hunden gemacht. 
Der Hungerhund wurde am 18. Hungertage untersucht, die avitami- 
nösen Hunde in der 6.und 7. Woche der vitaminfreien Ernährung. 
Alle Versuche sind in der Kurve 4 zusammengestellt. Das Resultat 
dieser Versuche war sehr auffallend. Nach der peroralen Zufuhr einer 
so kleinen Zuckermenge, wie es 10 g sind, entstand bei den Normaltieren 
und dem Hungerhund eine leichte Hyperglykämie, die aber alsbald 
abklang, so daß der Normalblutzuckerwert wieder erreicht war. Das 
ist auch ohne weiteres verständlich; denn der normale und der hun- 
gernde Körper werden den überschüssigen Blutzucker ohne weiteres 
verbrennen bzw. als Glykogen ablagern können, da ja ihre Organ- 
funktionen normal geblieben sind. Bei der Avitaminose aber besteht 
eine Dysfunktion der Organe, die den Kohlehydratstoffwechsel angehen, 
wie sich aus folgender Beobachtung ergibt. Bei dem avitaminösen Tiere 
nämlich war bei den genannten Versuchen entweder die initiale Hyper- 
glykämie größer bei verspätetem Höhepunkt, oder sie blieb ganz aus; 
immer aber folgte bei dem avitaminösen Tiere nun eine Phase, in der 
der Blutzuckergehalt stark subnormal war, um dann allmählich auf die 
anfängliche Höhe vor dem Versuch zurückzukehren. 

Also es zeigen auch diese Versuche, daß sich das avitaminöse Tier 
anders verhält, als die sich gleichsinnig verhaltenden normalen und 
hungernden Tiere. Es führt also auch diese Versuchsanordnung zu dem 
Schlusse, daß die Störung im Zuckerstoffwechsel bei der Avitaminose 
eine andere Ursache haben muß, als im Hungern. 

Schwierigkeiten bereitet nun die Erklärung der beobachteten 
Hypoglykämie nach der peroralen Zufuhr kleiner Glykosemengen bei 
der Avitaminose. 

Wenn man einmal nur die glykogenbildenden Funktionen des 
Körpers berücksichtigt und von der möglichen Bedeutung des glyko- 
lytischen Ferments und anderem absieht, kann man folgendes dazu sagen. 

Bei der Avitaminose herrscht an sich Hyperglykämie. Leber und 
Muskeln sind fast glykogenfrei (10). Leber und Muskeln haben also 
die Fähigkeit verloren, den physiologischen Blutzucker als Glykogen 
zu deponieren. Wenn man nun ein avitaminöses Tier per os mit käuf- 
licher Glykose füttert, setzen Leber und Muskel plötzlich etwas Glykogen 
an. Bei der Darreichung großer Glykosemengen genügt aber der Rest 
an glykogenbildender Funktion der Leber und Muskulatur nicht. Es 
kommt zu einer protrahierten Hyperglykämie. Gibt man eine kleine 
Glykosemenge per os, so wird die Leber und die Muskulatur dieser 
alsbald Herr und sie lagern sie als Glykogen ab. Nun sehen wir — und 
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das ist das Auffallende — daß Leber und Muskulatur sich nicht mit der 
Deponserung der überschüssigen kleinen Glykosemengen, die per os dem 
Blute zugeführt werden, begnügen, sondern offenbar obendrein auch 
noch für kurze Zeit von dem physiologischen Blutzucker sich aneignen 
und so den durch die Avitaminose erhöhten Blutzuckerspiegel vorüber- 
gehend stark senken. Warum läßt es Leber und Muskulatur überhaupt 
bei der Avitaminose zur Hyperglykämie kommen ? Warum glykogeni- 
sieren sie nicht den zuviel vorhandenen physiologischen Blutzucker, 
so wie sie die per os zugeführte Glykose in Glykogen verwandeln, 
und warum greifen sie den physiologischen Blutzucker nur dann, wenn 
auch nur vorübergehend, an, wenn sie zur glykogenbildenden Tätigkeit 
durch die per os zugeführte Glykosemenge aufgestachelt werden ? 

Es kann also der physiologische Blutzucker an sich kein genügender 
Reiz für die glykogenbildende Leber- und Muskelfunktion bei der Avita- 
minose sein. Ein wirksamerer Reiz muß die per os zugeführte Glykose 
sein, und nur auf diesen Reiz reagiert die kranke Leber und der Muskel 
bei der Avstaminose eben noch. 

Wenn dann Leber und Muskel einmal in Tätigkeit gesetzt sind, 
dann bemächtigen sie sich wohl auch dabei etwas des physiologischen 
Blutzuckers, gegen den sie sich sonst im avitaminösem Zustande 
refraktär verhalten. Es würde aus alledem hervorgehen, daß die per os 
zugeführte Glykose nicht mit der Glykose identisch sein kann, die aus der 
Stärke und den anderen Zuckerarten der Nahrung bei dem Abbau entsteht, 
und daß bei der Avitaminose nicht die Glykogenbildung schlechthin, sondern 
nur die Glykogenbildung aus einem bestimmten Zuckermolekül gestört ist. 
Oder stört die kleine Glykosemenge die Bildung anderer reduzierender 
Blutsubstanzen ? | 

Über diese Fragen werde ich in einer späteren Arbeit noch be- 
richten in Gemeinschaft mit Dr. Rubino. 

Ich habe ferner die Zuckerversuche bei Normal-, Hunger- und 
Avitaminosetieren mit intraperitonealer Zufuhr von 5g und 25,0g 
Glykose wiederholt. Das Resultat war genau dasselbe (Kurve 5 bis 6). 
Da die Resorption vom Peritoneum nicht so prompt wie vom Darm aus 
. erfolgte, ist der Kurvenverlauf im allgemeinen etwas unregelmäßiger. 

Bei allen bisher beschriebenen Versuchen (Gabe des Zuckers per 08 
oder intraperitoneale Injektion) nahm der Zucker nach der Resorption 
zunächst seinen Weg durch die Leber. 

Nun habe ich dieselben großen und kleinen Zuckermengen wie 
bei den vorstehend beschriebenen Versuchen bei Normal-, Hunger- und 
Avitaminosetieren rektal, intravenös und subkutan injiziert. Bei dieser 
Applikation verbreitet sich der zugeführte Zucker im Blute, ohne 
vorerst die Leber passiert zu haben. Im Gegensatz zu den ersten Ver- 
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suchsgruppen, den Portalbahnversuchen, will ich diese zweite Gruppe 
die Paraportalbahnversuche nennen. 
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Kurve 8. 25 g Glykose intravenös. 


Bei der paraportalen Zufuhr großer Glucosemengen (25 g subkutan 
oder intravenös in 100 ccm Wasser, 50 g rektal in 150 ccm Wasser bei 
einer Injektionsdauer von jedesmal über 30 Minuten) trat bei allen drei 
ungefähr gleich schweren Tieren eine Hyperglykämie auf. 
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Bei der Injektion der großen Zuckerdosen war die Hyperglykämie 
stark und von langer Dauer und mit Glykosurie begleitet; bei der 
Injektion kleiner Dosen war die Hyperglykämie nur von ganz kurzer, 
etwa 15 bis 30 Minuten langer Dauer und niemals von Glykosurie 
gefolgt. Bei den großen und kleinen Dosen schloß sich an die Hyper- 
glykämie eine mehr oder minder ausgesprochene Blutzuckersenkung an. 

Die Unterschiede, die die drei Tiere bei der Gabe der großen Zucker- 
dosen boten, waren folgende: Während bei dem Normaltier die Hyper- 
glvkämie von einer rasch vorübergehenden leichten Hypoglykämie gefolgt 
war, ehe der Normalzustand wieder erreicht wurde, war bei dem Hunger- 
tier die Hyperglykämie stärker, aber kürzer und die nachträgliche 
Hypoglykämie nur eben angedeutet, bei dem avitaminösen Hunde die 
Hyperglykämie noch stärker und am längsten dauernd und eine nach- 
trägliche Hypoglykämie wurde vermißt; der Blutzuckerspiegel senkte 
sich nur auf die normale Höhe, blieb hier etwa 24 Stunden und erhob 
sich dann allmählich wieder auf das für die Avitaminose charakteristi- 
sche leicht gesteigerte Niveau. Ferner zeigte der avitaminöse Hund nach 
der iniravenösen Injektion einen sehr schweren Allgemeinzustand: 
Somnolenz, Erbrechen, Atmungsstörungen, große Körperschwäche, 
Symptome, die über einen Tag anhielten. Alle Tiere zeigten Glykosurie, 
das avitamınöse Tier hatte die stärkste, 25 bis 30 %, des injizierten Zuckers 
wurden im Harn wieder ausgeschieden. 

Die Unterschiede, die die drei Tiere bei der Gabe der kleinen Zucker- 
dosen boten, waren folgende: Beim Normaltier war die hypoglykämische 
Phase kürzer als beim Hungertier ` beim avitaminösen Tier war die hypo- 
glykämische Phase am längsten. Bei den kleinen Zuckerdosen zeigte sich 
außerdem auch noch ein gewisser Unterschied im Blutzuckerkurven- 
verlauf je nach der Applikationsart des Zuckers. Nach der intravenösen 
Zufuhr folgte der hypoglykämischen Phase bei dem Normal- und Hunger- 
tier eine Phase leichter Hyperglykämie (reaktionale Steigerung), die beim 
antamınösen Tier vermißt wurde (vgl. Kurve 7). 

Nach der subkutanen Zufuhr war alles wie nach der intravenösen, 
nur verliefen die anfänglichen Erscheinungen protrahierter. Nach der 
rekialen Zufuhr zeigte das avitaminöse Tier nach einer inkonstanten, 
initialen Hyperglykämie eine ihr folgende Senkung von oftmals sehr 
langer Dauer (Kurve 9, 11). 

Aus alledem ergibt sich, daß bei großen Zuckerdosen zwischen den 
Folgen der portalen und paraportalen Zufuhr keine prinzipielle, sondern 
nur graduelle Unterschiede der charakteristischen Hyperglykämie bei 
allen drei Tierarten bestehen (Kurve 2, 3, 6, 8, 10, 12). 

Entgegen dem physiologischen Postulat, wonach der eingeführten 
Zuckermenge eine Steigerung des Blutzuckers folgt, habe ich bei der 
Zujuhr kleiner Zuekermengen in die Paraportalbahn auffallenderweise, 
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wie Varela und Rubino (11) beim Menschen, eine typische Senkung der 
Kurve unter den Normalwert bei meinen Tierversuchen gefunden. Eine 
solche überraschende Senkung trat auch nach der perovalen Zuckerzufuhr 
in kleiner Menge im avitamınösem Zustande ein nr 4,5, 7,9, 11). 
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Kurve 12. 50 g Glykose rektal. 


Das Ergebnis aller meiner Versuche läßt sich in folgenden Sätzen 
zusammenfassen: 

Der avitaminöse Körper zeigt gegenüber dem hungernden und normal 
ernährten Organismus bei peroraler, rektaler, intraperitonealer, èntra- 
venöser und subkutaner Zufuhr von Traubenzucker ein abweichendes 
Verhalten in der Verarbeitung des Zuckers. Bei großen Zuckermengen, 
also bei dem klassischen Versuch über alimentäre Glykosurie, ist beim 
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avilaminösen Körper die Hyperglykämie stärker, protrahierter, was die 
Erreichung des Maximums, wie die gesamte Dauer anlangt, und leichter 
zur Glykosurie führend, als beim hungernden oder normalen Organismus; 
bei kleinen Zuckerdosen ist bei der Avitaminose die hypoglykämische Phase 
an sich geringer, aber in ihrem Verlauf protrahierter als beim normalen 
oder hungernden Körper. Die besonders starke Steigerung der Hyper- 
glykämie bei großen Zuckerdosen bei der Avstaminose deutet auf das herab- 
gesetzte Vermögen des Körpers zur Zuckerzerstörung, bzw. Assimtlierung im 
Sinne Naunyns (12) oder Glykogenisierung hin. Eine sehr bemerkenswerte 
Übereinstimmung zeigten die Kurven meiner Versuche an avitaminösen 
Tieren mit den Kurven, die Max Rosenberg (13) und Langston (14) vor 
kurzem bei an Diabetes Erkrankten nach Dextrosebelastung fanden. 

Der Ausfall des Versuches mit kleinen Zuckermengen mü seiner 
protrahierten hypoglykämischen Phase nach einem kurzen initialen hyper- 
glykämischen Zustande beim avitaminösen Körper scheint dem Ergebnis 
der Versuche mit großen Zuckermengen zu widersprechen. Indessen kann 
der Widerspruch doch sicher nur ein scheinbarer sein. Eine bestimmte 
Erklärung vermögen wir heute noch nicht zu geben, da das Zustande- 
kommen der hypoglykämischen Phase bei dem Normalkörper noch nicht 
klargelegt ist. Aber aus der Differenz in dem Verhalten der drei Körper 
auch bei der Gabe kleiner Zuckerdosen geht hervor, daß beim avitaminösen 
Organismus eine ganz bestimmte Abweichung in den Funktionen vorhanden 
ist, die eben für die Hypoglykämie nach kleinen Zuckergaben im normalen 
und hungernden Körper die Grundlage abgibt. Vielleicht führen diese 
Beobachtungen über die hypoglykämische Phase, die ja auch schon 
Lepine (15) und Bang (16) im Anschluß an die hyperglykämische Phase 
nach großen Zuckergaben gesehen hatten, ohne ihnen allerdings Bedeutung 
zuzulegen, zu einer neuen Auffassung der intermediären Vorgänge, die 
sich bei dem gesamten Zuckerstoffwechsel abspielen. 


Literatur. 
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Versus 
Blutzuckergehalt in Gramm-Pı 
N = Normalernährt, H = Hung 
— en REN 
Tabelle | Zufuhr-Bedingungen Tiere | Ne S wi 
| | ee c 
l 80g Glykose per os in N 0,103 ‘o, 143 : 0,176 : 09 
300 ccm Wasser H 16 Tage 0,173 0,250 ` ' 0.329 | 03 
A 11. Woche 0,163 0253 0,320 03 
d 1 4 
2 80. Glykose per os in N 0,091 : 0,125 | 0,150 | 03 
300 ccm Wasser H 16 Tage , 0,156 ‚0,225 0,805 04 
A 6. Woche | 0,139 Kid kaaf 
a ` 10g Glykose per os in N 0098 ‚0,174 0,170 | 0, 
300 ccm Wasser H 18 Tage ` 0,148 0200 | 0.181 Ei 
A 7. Woche ' 0,157 , 0,176: 0,210 |0, 
4 | 25g Glykose intraperi- N | 0,102 | 0,151 , 0,130 0, 
| toneal in 100 ccm H 24 Tage 0,151 \ 0.208 0,201: 0, 
Wasser A 7. Woche 0,147 0,159 | 0.201 FY 
| | 
5 ög Glykose intraperi- N 0,089 < 0,123 | 0,118 o 
toneal in 100 ccm H 19 Tage . 0,161 | 0,203 GES 
Wasser A 7. Woche ' 0,051 | 0,072 | 0,203 
Gu 5g Glykose intrave- N 0,107 0,152 ' 0,116 a 
| nös in 100 com | H 21 Tage 0,171 | 0, 191 | 0,147 | 0, 
! Wasser A 6. Woche | 0,201 0.350 | 2 0, 160 ' o 
420%, 
| | 
7 | 25g Glykose intrave- N : 0091 70,731! 0,620. 0, 
l nös in 100 ccm 
| Wasser H 20 Tage 0,173 0, 930 | 0,891 O, 
e 
| ‚ A 6. Woche | 0,157 ; 0,771 | 0,893 o 
8 5g Glykose subkutan | N 0,111 | 0,129 0151 o 
in 100 cem Wasser | H 22 Tage 0,171 O, 197 : 0,173: 0 
A 7. Woche | 0,207 ' 0.247 !0241 0 
9 | 25g Glykose subkutan ` N 0,099 | 0,191 | 0,2710 
in 100 ccm Waser H 21 Tage 0,163 0,203 ' 0.283 d 
| | | 
A 6. Woche | 0,173 0,251 ' 0,295 : 0 
10 I0g Gilykose rektal N 0,107 0,093 0,081 , © 
in 150ccm Wasser H 21 Tage 0,161 : 0,150 | 0,124 d 
A 7. Woche | 0,183 um 0,169 o 
1 50g Glykose rektal N 0,097 | 0,200 | ' 0,253 € 
in 150 cam Waasser | 
| H 22 Tage 0,148 | 0.225 0.277 |C 
| | | 
A 7. Woche | 0,141 |! 0,166 0,201 « 
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mo 2 ak 3 |m] 4 | M| 5| 5h č 6 |a) 
GE ei enee ere rr 
75 0,153 . 0,149 | 0,130 am 0,110 | 0,108 | 0,100 | 0,098 | 0,090 | 0,109 
0,251 ‚0,227 0,225 0221 ji — | 0219 — | 0,163 | 0,168 
1400 0,450 49 | 0,546 — | 0,519; — | 0,475 | — | 0,421 | 0,326 
| eu Län 
63 0,147 — am | — |0105, — [0101| — | 0,091 |0,097 
ı ©271 — 0218 ' — |0200 | — |0201) — | 0,191 |0,173 
5 A8  — |0350 — |030 — |0271 — |0250 |022 
+0,9°/, + 3°/o 
7 0093  — | oo0o91' — | 0097| — |009 | — | 0,101 |0,093 
WV: 0149 — |0143, — 0149 — |0150) — | 0,151 |0,145 
48 0.121 li — 0,081, — |004| — | 0,149 | 0,093 
42 0,141 — 1082| — 0,149 — | 0,153 | — | 0,139 | 0,148 
7 0216 — 0153| — | 0,163 — /o013| — |0147 |0161 
93 0,207 — 289 0,157 ` 0,130 0,143 | 0,145 
+0,9°/, | +1,7°%% 
0,091 | 0,101, 0,091 ; 0,100 | 0,101 | 0,090 | 0,089 | 0,091 | 0,090 | 0,085 
0 01 0,174 0,180 | — |0179| — | 0,078 | 0,079 
Hai 0,112 ons 0,139 — |0170: — | 0158| — | 0,169 | 0,162 
1 0161: — :0170| — "ugi" — |0131 | — | 0,107 | 0,099 
1 0171 — 0167| — 0165 | — | 0,130 0,167 | 0,170 
1, 0,073, — | 0,050 | 0,029 | — | 0,051 | — | 0,073 | 0,087 
| +6°%| + 5°/o 
Mr 0,201 | 0,180 | 0,163 0,161 | 0,130 | 0,100 | 0,093 | 0,087 ! 0,093 | 0,125 
= 30/ i ' +4,5°/ 
yor 0,613" | 0,500 | 0,318 | 0,208 , 0,219 | 0,221 | 0,107 | 0,151 | 0,157 ' 0,191 
15°% . 
an 0,805 | 0,817 | 0,707 0,501 | 0,441" 0,407 | 0,403 | 0,311 | 0,313 | 0,303 
0120, — 012, — ,0121, — [0103 | — | 0,108 | 0,115 
0179 | — 0193| — | 0,177: — (M98) — | 0,169 | 0,173 
0170  — 0121! — 0,149 — [0173| — | 0,175 | 0,196 
0133| —' 0137] — 011° — [0135 | — | 0,123 | 0,107 
0203 ` — | 0,157! — 10139. — |016 | — | 0,130 ' 0,169 
ie: | | +40) 
0,325 — , 0,291 | — ; 0,307: — |0201 — | 0213 | 0,193 
0,101 | SE 0,1255, — | 0,146 — |0177; — | 0,151 | 0,100 
©0169 — 0,171 | — ' 0,203 ` 0218 | 0201 | — | 0,202 | 0,173 
0.149 | 0,151 | 0,177 |0,183' 0,203 | 0,225 | 0,225 | 0,218 | 0,200 | 0,178 
| + Bis 0/0 
0153 0,148 | 0,125 | — 0108 | — | 0081 | — | 0,101 ; 0,088 
0 
0225 | 0,221 | 0,200 | — 01831! — | 0,153 | — | 0,137 | 0,147 
| 
ð 0,250 


0,225 0201| — | 0,183 — 10180 | — | 0,200 | 0,193 
| | l +13°,, 








Beitrag zur Untersuchung des Magensaftes 
auf seine eiweißlösende Wirkung. 


Von 
Ernst Kupelwieser und Otto Rösler. 


(Aus dem Institut für allgemeine und experimentelle Pathologie der Uni- 
versität Graz.) 


(Eingegangen am 27. November 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Untersuchung einer Fermentwirkung kann es sich um ver- 
schiedene Dinge handeln, von denen es abhängen wird, welche An- 
forderungen an eine im betreffenden Falle verwendete Methode zu 
stellen sind: Entweder, es wird der Fermentprozeß als solcher zum 
Gegenstand der Untersuchung gemacht hinsichtlich der Gesetzlich- 
keiten und Bedingungen, denen er unterworfen ist, oder es soll die 
Wirkung einer natürlichen oder künstlichen Fermentlösung in ihrem 
rationalen Maß quantitativ dargestellt werden, was nur im Be- 
schleunigungsmaß oder einer diesem proportionalen Größe geschehen 
kann; in beiden Fällen hat sich die Versuchsanordnung den Gesichts- 
punkten der Fermentkinetik unterzuordnen. Endlich aber kann man 
auch fragen nach der Konzentration, in welcher der Träger der Ferment- 
wirkung in einer vorgegebenen Flüssigkeit enthalten ist. Dabei kann es 
sich, solange man das Ferment und die Gesetze einer allfälligen Disso- 
ziation in wirksame und unwirksame Anteile nicht kennt bzw. quan- 
titativ beherrscht, selbstverständlich immer nur um das: Ermitteln 
relativer Konzentrationen des wirksamen Agens handeln; d. h. die 
Antwort auf die gestellte Frage kann nicht anders lauten als: Die zu 
untersuchende Flüssigkeit, z. B. Magensaft, in soundsovielfacher Ver- 
dünnung ist unter gleichen Umständen ebenso wirksam wie eine andere, 
von der ich im günstigsten Falle wissen kann, daß sie ein bestimmtes 
Fermentpräparat in bekannter Konzentration enthält. 

Die experimentelle Beantwortung der so eingeschränkten Frage 
nach der ‚Fermentkonzentration‘“ kann geschehen: entweder durch 
Reihenversuche, bei denen man eine Anzahl Verdünnungen der zu 
untersuchenden Flüssigkeit tatsächlich herstellt und mit der Lösung 
eines Fermentpräparates vergleicht, oder man kann als tertium com- 
parationis eine ein für allemal vorher ermittelte Kurve verwenden, 
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die den funktionalen Zusammenhang zwischen relativer Konzentration 
und Umsatz unter bestimmten Versuchsbedingungen graphisch dar- 
stellt!). Das Verfahren ist an die Bedingung geknüpft, daß diese Be- 
ziehung zwischen relativer Konzentration und Umsatz für die zu unter- 
suchende und die Vergleichsflüssigkeit von gleicher Form ist. Die 
im folgenden mitgeteilte Versuchsanordnung soll der Prüfung von 
Magensäften auf ihre relative Wirksamkeit dienen und benutzt die 
zuletzt gekennzeichnete Art des Rückschließens von einem nach einer 
bestimmten Zeit beobachteten Umsatz auf die relative ‚„Ferment- 
konzentration‘“. | 

Die Methoden zur Pepsinbessimmung zerfallen je nach der Formart, 
in welcher das Substrat der Einwirkung des Fermentes ausgesetzt wird, 
in zwei Gruppen: In die eine gehören jene, bei denen die Auflösung 
eines festen (koagulierten) Proteins beobachtet wird, in die andere 
solche, die die Spaltung eines schon (kolloid) gelösten Eiweiß- 
körpers als Merkmal der Fermentwirkung gebrauchen?). Es handelt 
sich hierbei um die Beobachtung zweier von verschiedenen Gesetzlich- 
keiten beherrschter Vorgänge, was auf eine in beiden Fällen ungleiche 
Wirkungsweise des Pepsins hinweist). Man hat daher immer wieder 
zu Methoden der ersten Gruppe gegriffen, obwohl das Arbeiten mit 
einem makroheterogenen System Fehlerquellen mit sich bringt, von 
denen man beim Benutzen eines mikroheterogenen verschont bleibt. 
Insbesondere wurde hervorgehoben, daß die Lösung hitzekoagulierter 
Proteine die physiologische Aufgabe der peptischen Magenverdauung 
des Menschen sei®), indem ihr ein vorbereitender Charakter zukomme, 
während die Aufspaltung des im Magen gelösten Nahrungseiweißes 
vorwiegend von den Fermenten des Dünndarms besorgt wird. Dies 
war auch der Grund, der Christiansen) in dem Bestreben, das proteo- 
Iytische Vermögen des Magensaftes an seiner physiologischen Wirkungs- 
weise zu messen bzw. zu vergleichen, veranlaßte, die wegen ihrer vielen 
Fehlerquellen schon fast aufgegebene Meiische Methode einer gründ- 
lichen Neubearbeitung zu unterziehen. Überdies erfüllt dieses Verfahren 
die für das Studium von Fermentgesetzlichkeiten wichtige Bedingung, 
daß die Oberfläche des Substrates während des fortschreitenden Lösungs- 
vorganges in guter Annäherung konstant bleibt. Dagegen sind es 
Schwächen der Methode, daß das Herstellen von Röhrchen mit ge- 
eignetem Inhalt schwierig und die Messung des Effektes nur mit recht 
beschränkter Schärfe möglich ist. 





1) Vgl. E. Kupelwieser, diese Zeitschr. 181, 413 (besonders 468), 1922. 
2) Literatur bei E. Zunz, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 8, 44ff., 1915. 
3) Literaturangaben bei E. Kupelwieser, a. a. O., S. 414. Anm. 2. 

1) J. Christiansen, diese Zeitschr. 48, 257, 1912. 

D Ebendaselbst. | 
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Nun besitzen wir in den nach den Angaben Pregis bereiteten 
Substraten!) Dauerpräparate, die sich nach unseren Erfahrungen als 
Objekte proteolytischer Fermentwirkungen vorzüglich eignen und ini 
Refraktometer ein Instrument, mit dem sich die Lösung fester Stoffe 
mit großer Schärfe quantitativ verfolgen läßt. Der eine von uns hat 
die von Pregl und de Crinis?) zum Nachweis von Abwehrfermenten 
angegebene Refraktometermethode in quantitativer Hinsicht durch- 
gearbeitet?), und es lag nahe, die so ausgestaltete Methode zur Unter- 
suchung der eiweißlösenden Wirkung des Magensaftes heranzuziehen ®). 
Wir sind uns bewußt, daß wir beim Verwenden eines Substrates der 
Preglschen Art auf die Konstanterhaltung der Oberfläche des Substrates 
während des Versuches verzichten mußten, doch konnten wir dies tun, 
da es uns um die Ausarbeitung eines Verfahrens zum Vergleichen 
von Fermentkonzentrationen, nicht um eines zum Studium von Ferment- 
gesetzen zu tun war. 

Wollte man den Vorteil eines schärferen Erfassens des Effektes, den 
das Refraktometer bietet, gewinnen, ohne auf die Konstanz der Oberfläche 
zu verzichten, so könnte man ohne weiteres die Mettschen Röhrchen bei- 
behalten, aber nicht das Verschwinden ihres Inhalts, sondern die Brechungs- 
indexzunahme des flüssigen Systemanteils beobachten. 

Bei der nun folgenden Beschreibung unseres Verfahrens können 
wir uns sehr kurz fassen, indem wir bezüglich der beim quantitativen 
Arbeiten einzuhaltenden Normen auf die ausführliche Arbeit des einen 
von uns?) hinweisen. 


1. Herstellung des Substrates. 


Das Weiße von etwa zehn Hühnereiern wird mit Wasser auf das 20 fache 
Volumen verdünnt und einige Stunden stehen gelassen, hierauf durch einen 
Nutschenaufsatz ohne Filter durchgegossen, wodurch man die gröberen 
Formbestandteile entfernt. Nun säuert man mit verdünnter Essigsäure 
bis zu (gegen Lackmus) schwach saurer Reaktion an und läßt am Wasser- 
bade 1, bis 1 Stunde lang koagulieren. 

Wenn das Ansäuern in richtigern Ausmaße geschah, ist die Flüssigkeit 
nach dem Koagulieren wasserklar und der Niederschlag grobflockig. 


1) F. Pregl, Fermentforschung 1, 7, 1914. 

2) F. Pregl und M. de Crinis, ebendaselbst 2, 58, 1917. 

3) E. Kupelwieser, a. a. O. 

.*) Unseres Wissens wurde das Refraktometer zur quantitativen Pepsin- 
bestimmung bisher verwendet von G. Schorer, Inaug. Diss. Bern 1908 
(zitiert nach E Reiss, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 8, 117, 1915). 
Jener Autor arbeitet mit einem mikroheterogenen System und bestimmt 
die Menge des nach der Einwirkung des Magensaftes nicht ausfällbaren 
Eiweißes. Während des Abschließens unserer Arbeit ist uns ferner das 
Referat (Med. Klinik Nr. 31, 1922) über eine am 34. Kongreß der 
deutschen Gesellschaft für innere Medizin (April 1922) von Reiss und 
Schorer vorgetragene Methode zu Gesicht gekommen, die der unseren 
ähnlich zu sein scheint. 
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Nach dem Absetzen des Niederschlages hebt man die darüberstehende 
Flüssigkeit mit einem Heber zum größten Teil ab, bringt den Niederschlag 
auf ein Filter und verdrängt das Wasser mit Alkohol. Hierauf’ wird der 
Niederschlag in einen Kolben übertragen und mit steigendem Alkohol 
geschüttelt. In diesem Stadium kann man ihn über Nacht stehen lassen. 
Das Schütteln setzt man dann mit Äther-Alkohol und reinem Äther fort, 
um schließlich über fallenden Alkohol wieder zu Wasser zurückzukehren. 
Nun wird das Eiweiß zur Entfernung wasserlöslicher Bestandteile in einem 
großen Kolben mit je mehreren Litern destillierten Wassers wiederholt 
gründlich ausgekocht und schließlich auf einer Filternutsche mit Alkohol, 
Äther-Alkohol und Äther rasch getrocknet. Etwa noch vorhandene gröbere 
Bröckeln können in der Reibschale zerrieben werden. 

Man erhält so ein spontan fast völlig unlösliches, wohl aber in 
Wasser quellbares und von Pepsin im salzsauren Medium angreifbares 
Trockenpräparat, das sich nach unseren Erfahrungen jahrelang un- 


verändert aufbewahren läßt. 


2. Prüfung des Substrates auf seine spontane Löslichkeit. 
Versuch a (Prüfung des Kochwassers): Je 0,1g Substrat in Boem 
destilliertem Wasser 1 Stunde quellen lassen, dann eine Minute lang gekocht; 
30 Minuten später kurz zentrifugiert und den Brechungsindex (,np“‘) 
des Kochwassers bestimmt. 
Die Versuche ergaben Brechungsindexzunahmen (,,4°) des Koch- 
wassers gegenüber destilliertem Wasser von 0,00001 bis 0,00006. 


Versuch b (Prüfung der Löslichkeit unter unseren Versuchsbedingungen): 
Zu je 0,1 g Substrat nach dem Quellen je Beem einer 0,03 n HCl zugesetzt, 
5 Minuten gemischt, zentrifugiert und den np bestimmt; hierauf 24 Stunden 
lang unter ständigem Mischen bei + 37°C digeriert und nach kurzem 
Zentrifugieren neuerdings den np bestimmt. 

Es ergaben sich 4-Werte von 0,00000 bis 0,00006. Das Substrat 


erfüllt also praktisch die Bedingung der spontanen Unlöslichkeit. 


8. Unsere Versuchsanordnung. 

In einer Reihe von Vorversuchen hatten wir uns folgende, für 
unsere Zwecke günstige Versuchsanordnung zurechtgelegt, an der wir 
weiterhin festhalten!):;: Wir wiegen 0,l g Substrat lufttrocken auf 
+.0,001 g genau ab und bringen es in ein gereinigtes und getrocknetes 
Probierröhrchen von etwa 100 mm Länge und 10 mm Durchmesser. 
Nun fügen wir mit einer Spritzvorrichtung (S. 452) siedendes destil- 
liertes Wasser zu und lassen das Substrat darin mindestens 1 Stunde 
lang quellen. Die weiteren Handgriffe geschehen nach einer Zeit- 
einteilung wie folgt: Mit einer an ihrem Ende etwas gebogenen Glas- 
kapillare wird (wenn notwendig, nach kurzem Zentrifugieren) das 





1) Die eingeklammerten Seitenzahlen geben die Stellen in der eingangs 
ätierten Arbeit von E. Kupelwieser an, wo hier nur kurz Erwähntes aus- 
führlich behandelt wurde. 
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Wasser möglichst vollständig abgesaugt, wobei aber ein merklicher 
Substratverlust zu vermeiden ist. Dann werden 5ccm der Ferment- 
lösung oder der zu untersuchenden Magensaftverdünnung: zugesetzt 
und das mit einem Gummistöpsel (den wir vor jedem Gebrauch aus- 
kochen) verschlossene Röhrchen kommt nun für 5 Minuten auf einen ein- 
fachen Mischer!). Hierauf wird kurz zentrifugiert, und genau 10 Minuten 
nach dem Zusatz der Fermentlösung wird dem Röhrchen ein Tropfen 
Flüssigkeit entnommen und mit diesem das Pulfrichsche Eintauch- 
refraktometer beschickt. Das Röhrchen kommt wohlverschlossen nach 
kurzem Umschütteln auf einen Mischer, der im Innern eines auf 
+ 37 + 0,5°C eingestellten Luftthermostaten in Gang erhalten wird 
(etwa drei Umdrehungen in der Minute). 

In der dem Röhrchen entnommenen Flüssigkeitsprobe wird der 
Brechungsindex mittels des Pulfrichschen Eintauchrefraktometers mit 
Hilfsprisma bestimmt (S. 418ff.) und der nach 20 Minuten Temperier- 
zeit ermittelte Wert wird als ‚np,‘ notiert. Die Behandlung eines 
Röhrchens vom Zusetzen der Fermentlösung bis zum Ablesen er- 
fordert somit 30 Minuten. Werden mehrere Versuche hintereinander 
gemacht, so nimmt man das Absaugen und den Fermentzusatz knapp 
vor dem Ablesen der vorhergehenden Probe vor und hat, bis die nächste 
Probe zu entnehmen ist, gerade Zeit zum Reinigen des Refraktometers. 
14 Stunden nach dem Fermentzusatz wird das Röhrchen aus dem 
Thermostaten herausgenommen und zentrifugiert; man entnimmt ihm 
eine zweite Flüssigkeitsprobe und bestimmt neuerdings den Brechungs- 
index: „np“. Die Differenz: 4 = np, — np, ergibt eine der gelösten 
Eiweißmenge proportionale Maßzahl?). 

Die Vereinfachungen, die gegenüber früheren Angaben (S. 461ff.) 
eintreten konnten, hängen damit zusammen, daß wir hier mit zehnfach 
größeren absoluten Mengen arbeiten, so daß mehrere Fehlerquellen ver-. 
nachlässigt werden konnten. Ferner stellte es sich heraus, daß bei unseren 
Pepsinversuchen auch bei Bruttemperatur und längerer Versuchsdauer 
keine Störungen eintraten, die man als Bakterienwirkung hätte deuten 
müssen, so daß wir die Versuchszeit mit 14 Stunden ansetzen konnten. 


4. Ermittelung der ‚„Pepsinkurve“, 


Es galt nun, die Abhängigkeit des unter unseren Versuchsbedin- 
gungen erreichten Umsatzes bzw. der diesem entsprechenden Brechungs- 


1) Der hier gebrauchte Mischer unterscheidet sich von dem bei E. Kupel- 
wieser S. 447 beschriebenen nur insofern, als die Löcher des Korkes den 
Probierröhrchen so angepaßt sind, daß die Röhrchen ohne Halter am 
Mischer befestigt werden können. 

2) Vgl. E. Kupelwieser, a. a. O., S. 464ff. Dort wurde dies für Lösung 
des Substrates durch Trypsin gezeigt, was hier für Pepsin um so mehr gilt. 
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indexzunahme von der verwendeten Konzentration eines zum Vergleich 
herangezogenen Fermentpräparates festzustellen. Als solches benutzen 
wir ein Pepsinum germanicum, gelöst in 0,03n HCl. Von einer 4 Stunden 
vor dem Versuchsbeginn bereiteten 0,2proz. Stammlösung stellten 
wir die zu untersuchenden Verdünnungen her; mit jeder wurde eine 
größere Anzahl von Versuchen ausgeführt, deren Ergebnisse für jede 
Verdünnung um höchstens + 0,00005 n)-Einheiten voneinander ab- 
wichen. In der Tabelle I sind unter 4 die Mittelwerte der bei jeder 
untersuchten Verdünnung beobachteten np-Zunahmen eingetragen. 
Diese Zahlen sind nach der Fehlerrechnung, auf deren Wiedergabe 
wir hier verzichten, mit wahrscheinlichen Fehlern von + 0,00001 bis 
+ 0,00002 behaftet. 














Tabelle I. 
Prozentgehalt | Prozentgehalt 
an Pepsinum ger d toan n Pepsinum gem. | ` d 

0,010 | 0,000 43 0,080 - | 0,002 18 
0,015 | 0,000 70 0,100 0,002 27 
0,020 0,000 90 0,120 | 0,002 34 
0,025 | 0,001 10 0,140 | 0,002 40 
0,030 | 0,001 38 0,160 0,002 42 
0,040 | 0,001 81 0,180 0,002 48 
0,050 | 0,001 99 0,200 | 0,002 52 
0,060 | 0,002 07 | 


Die folgende Kurve gibt die in der Tabelle zusammengestellten 
Versuchsergebnisse graphisch wieder: 

Um die hier verkleinert abgebildete Kurve bequem zum  Ableser- 
benutzen zu können, wurde ihr Abszissenmaßstab relativ zum Ordi- 


natenmaßstab verfünffacht und die zeg 
ganze Kurve in solcher Größe auf vii er 
Millimeterpapier gezeichnet, daß us SAARE 
1 mm der Abszisse 0,0002% „Fer- Š gamo —— BE EE 
menteehalt", lmm der Ordinate - ae 
eine re von E RE HERE EE 
0,00001 bedeutete. 
Ob die Abhängigkeit des Um- N 2 
satzes vom Verdünnungsgrad sich $ dam 
unter den gleichen Versuchsbedin- N s% 
gungen auch für den Magensaft durch N 60 
dieselbe Kurve werde darstellen ” 
lassen, mußten die nun folgenden N 
Versuche erweisen, bei denen an u; ] 
Stelle der Fermentlösung Magensaft Pepsin -Prozente — 
in verschiedenen Verdünnungen trat. Abb. 1. 
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ö. Gewinnung und Behandlung des Mageninhaltes. 


Der Mageninhalt wurde der Versuchsperson mittels des Magen- 
schlauchs entnommen, % Stunden nachdem sie ein Ewald- Boassches 
Probefrühstück auf nüchternen Magen genossen hatte. Wir wählten 
diese, aus 35 g Weißbrot und 400 ccm Tee bestehende, an der hiesigen 
medizinischen Universitätsklinik gebräuchliche Probemahlzeit deshalb, 
einmal, weil sie die am häufigsten verwendete ist und weil sie ferner 
überall in nahezu gleicher Beschaffenheit hergestellt werden kann. 

Der Mageninhalt wurde zentrifugiert und von dem von festen 
Partikeln befreiten Zentrifugat jene später beschriebenen Verdünnungen 
hergestellt, die wir auf ihre eiweißlösende Wirkung untersuchten. 


6. Versuche mit Magensalt. 


Es: galt zunächst festzustellen, in welchen Verdünnungen der 
Magensaft anzuwenden sei, damit die unter unseren Versuchsbedin- 
gungen auftretenden 4-Werte überhaupt in das Bereich der Pepsin- 
kurve fallen. Bei den zu diesem Zwecke unternommenen Vorversuchen 
stellte sich heraus, daß dies in der Regel bei 200- bis 1000facher Ver- 
dünnung des Magensaftes der Fall ist. Dieser Umstand war unserer 
Methode in zweifacher Weise günstig: Erstens hört nach Nirenstein 
und Schiff!) die Hemmungswirkung des Mageninhaltes auf die Pepsin- 
verdauung schon bei l6facher Verdünnung auf, so daß wir ganz sicher 
sein konnten, mit dieser Fehlerquelle nicht rechnen zu müssen, und 
zweitens brauchten wir die wechselnden Aziditätsverhältnisse des 
Magensaftes nicht zu berücksichtigen, da — wie eine Überschlags- 
rechnung zeigt — bei der über 100fachen Verdünnung praktisch das 
Verdünnungsmittel allein die H-Ionepkonzentration des Mediums be- 
stimmt. Wir verdünnen daher den Magensaft ohne Rücksicht auf 
seine freie und Gesamtazidität mit 0,03n HCl?) und können dabei 
rechnen, daß in der Flüssigkeit eine [H] von nahezu 3,102 vorhanden 
ist. Diese Reaktion des Mediums hatten wir gewählt, weil sie dem 
Wirkungsoptimum des menschlichen Pepsins entspricht (Christiansen 
gibt es als im Mittel bei 0,028n HCl gelegen an), verzichteten jedoch 
auf das Anwenden von Puffern, da es sich ja nur um das Einhalten 
gleicher Anfangsbedingungen handelte. 


1) E. Nirenstein und A. Schiff, Arch. f. Verdauungskrankh. 8, 559, 
1902 (zitiert nach J. Christiansen). 

3) Nur wenn wir aus besonderen Gründen Magensäfte in geringerer 
Verdünnung untersuchten, berücksichtigten wir den Gehalt des Magen- 
saftes an Treier HCl‘ in entsprechender Weise, so daß wir auch hier eine 
Verdünnung mit einem (H) von nahe 3.10—-2 herstellten. 
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Ob wir mit dieser anfänglichen [H'] auch das Wirkungsoptimum des 
zum Vergleich herangezogenen Pepsinum germ. getroffen hatten!), blieb 
gleichgültig, da ja das Vergleichen mit einem bestimmten Pepsin- 
präparat ohnehin schon eine Willkürlichkeit enthält. 


Die nächste Aufgabe bestand nun darin, zu prüfen, ob unter den 
gleichen Versuchsbedingungen beim Magensaft dieselbe Abhängigkeit 
zwischen relativer Konzentration und Umsatz (bzw. den beobachteten I) 
bestehe wie für das Pepsinpräparat. Dies geschah in Versuchen, bei 
denen ein und derselbe Magensaft in verschiedenen Verdünnungen, 
aber unter sonst ganz gleichen Umständen untersucht wurde. Es 
zeigte sich, daß die für unser Pepsinpräparat ermittelte Abhängigkeit mit 
hinreichender Annäherung auch für den Magensaft gilt, so daß mittels 
der S. 43 in verkleinertem Maßstab abgebildeten Kurve Magensaft mit 
einer Lösung des Pepsinpräparates oder verschiedene Magensäfte unter- 
einander hinsichtlich ihrer Wirksamkeit verglichen werden können. 

Der Grad dieser Übereinstimmung sei an vier charakteristischen 
Versuchen (die so ausgewählt sind, daß der in praxi brauchbare Kurven- 
bereich beiderseits überschritten wird) in folgender Weise dargetan: 

Die Tabelle II enthält unter 4 die bei den verschiedenen Magensaft- 
verdünnungen gefundenen Brechungsindexzunahmen, unter ‚,Pybgelesen ` 
die zugehörigen Pepsinprozente, wie sie sich an der in entsprechender 
Weise gezeichneten Kurve ablesen lassen. Unter der Voraussetzung, 
daß die für unser Pepsinpräparat ermittelte Kurve auch für den Magen- 
saft gilt und die in der Tabelle eingetragenen 4-Werte fehlerfrei sind, 
muß die Proportion gelten: 

Vi: Va: Ha usw. = Pi: Po: Pa usw., 

wobei die V Verdünnungen des Magensaftes und die P jene Abszissen- 
werte bedeuten, die nach der Kurve zu den mit gleichen Indizes ver- 
sehenen H gehören. Mittels der geforderten Proportion kann man 
nun aus einem bei einer bestimmten Verdünnung gefundenen P-Wert 
berechnen, welche P-Werte man bei anderen Verdünnungen desselben 
Magensafts finden müßte, wenn obige Voraussetzungen zutreffen. 
Diese Rechnung ist für die in Tabelle II zusammengestellten Versuche 
durchgeführt, und zwar sind unter ‚Pperechnet die aus einem bei 
300facher Verdünnung gefundenen P berechneten P-Werte eingetragen. 
Die nächste Rubrik gibt die.absoluten und die letzte die prozentischen 
Abweichungen der gefundenen von den geforderten P-Werten an, 
wobei sich die Prozente auf die bei der betreffenden Verdünnung ge- 
fundenen P-Werte beziehen. 

Um nun aus diesen Zahlen beurteilen zu können, mit welcher 
Annäherung die ‚„Pepsinkurve‘‘ auch die beim Magensaft herrschende 


1) J. Christiansen findet, a. a. O., daß die Wirkungsoptima verschiedener 
Pepsinpräparate erheblich von dem des menschlichen Magensaftes abweichen. 
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Tahelle II. 
FREE ni. E P P Fehler 
„freie HCr mer 4 abgelesen berechnet P abgel — Poer. ® 
aai ent name an derKurve aus P 1000 Peek. 
i/e 00023 0,1030 0080 0,0100 10 
| Lie 000212 00680 00744 —0 9 
d %7 1% 0.0208 0.068 
| Los 0,00176 00390 0,0372 + 0,0018 5 
ee 0000980 00177 00186 —O 5 
LL 000224 0,000 0110 — 00210 : 3 
| LG 0.020 00820 00888  — 0.0068 8 
48 56? ve 000216 00740 
Li 000191 0.0440 0,0444 — 0,0004 1 
t/ie 000103 00228 0022 -+ 0.0006 3 
1/, 0,00150 0,0832 0,0354  — 0,0022 7 
| Ge 000121 00267 00282 — 0.0015 6 
26 4) ` Lien 000107 0,088 
| Yo 000060 0.0133 0,0142  — 0,0009 7 
Ven 000029 0.0068 00071  —0.0008 : 13 
Lon 0,00090 0,0200 . 0,0213 — 0,0013 6 
Lee 000073 0.0162 : 0.0170  — 0,0008 5 
13 22 co 000064 00142 
a 000041 O = 0,0085 -+ 0,0005 5 
LI uge 0,00023 0.0050 : 0,0043 + 0,0007 13 
Tabelle IIl. 
i 8 Febler für nz Fehler für 
3 P ' Ar 0,00005 A | P å 5 0,00005 
in Dh von P | in jo von P 
0,000 10 0,0022 | F50 0,00185 : omg 
0.000 30 0.0068 | + mé 0,001 90 0,0435 | 7 7 
0,000 40 Ä 0,0088 F125 0.001 95 0,0466 
000060 | 0.0132 F 33 0,00200 0,0610 | P 135 
ger, oe en = nr 
0.000 90 | 0.0198 + Ge 0,00210 | 0,0846 | ES 198 
0.001 00 0,0220 7 0,002 15 0,0726 
0,00120 ' 0,0264 7 12 0.00220 ' 0,0820 | Be: 175 
0,00 30 | 0,0286 T 38 0,002 25 0,0940 
000150 | 0'0330 + 33 0,0230 | 01095 | es Gi 
0.001 60 0.0352 “31 0,002 35 | 9,1250 | 
0,001 70 0,0374 | = SE 0,002 40 0,1435 | zz E 
| + 3, | Iı +15, 
0,001 75 0,0387 0,002 45 0,1660 
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Beziehung zwischen 4 und relativer Fermentkonzentration darstellt, 
muß man folgendes überlegen: Für den in einem einzelnen Versuch 
gefundenen 7. Wert gilt ein Fehlerbereich von + 0,00005 Brechungs- 
indexeinheiten, wovon wir uns in einer besonderen Versuchsreihe über- 
zeugt hatten, auf deren Wiedergabe wir verzichten; daher kann jede der 
in der Tabelle II unter 4 stehenden Zahlen mit einem Fehler bis + 0,00005 
behaftet sein. Ein solcher Fehler des 4 hat aber je nach dem Kurven- 
abschnitt, in dem man arbeitet, einen sehr verschiedenen Einfluß auf 
die Genauigkeit der abgelesenen P-Werte. Tabelle III gibt eine Über- 
sicht über die prozentischen Fehler, mit denen man bei den P in den 
verschiedenen Abschnitten der Kurve rechnen muß, wenn bei den 4 
eine Unsicherheit von + 0,00005 zu gewärtigen ist. Bedenkt man, 
daß diese Unsicherheit der 4 bzw. ein durch sie bedingter Fehler des P 
sich im Ausdruck: Popgelesen — Pberechnet Zweimal geltend machen kann, 
so ergibt ein Vergleich der Fehlerprozente der Tabelle II mit der im 


‚betreffenden Kurvenabschnitt zu erwartenden Genauigkeit, wie sie 


aus der Tabelle III abzulesen ist, folgendes: Die als Kriterium für die 
Anwendbarkeit der Pepsinkurve für den Magensaft geforderte Propor- 
tionalität der H mit den P stimmt im ganzen untersuchten Kurven- 
bereich mit jener Genauigkeit, die im betreffenden Kurvenabschnitt zu 
erwarten ist, ja zum Teil wird die erwartete Genauigkeit noch übertroffen. 
Die S. 43 abgebildete Kurve stellt also für unsere Versuchs- 
bedingungen den Zusammenhang zwischen relativer Konzentration 
und Brechungsindexzunahme sowohl für das Pepsinpräparat wie auch 
für den Magensaft dar, und man kann daher an ihr Magensaft mit 
einer Lösung des Pepsinpräparates oder auch Magensäfte unterein- 
ander vergleichen. Die Genauigkeit eines solchen Vergleiches ergibt 
sich für jeden Kurvenabschnitt aus der Tabelle III und ist am größten 
bei Brechungsindexzunahmen um 4 = 0,00170, wo man mit einem 
Fehler der mittels der Kurve abgelesenen P-Werte von nur 3 bis 4% 
zu rechnen braucht. 


7. Praktische Anwendung des Verfahrens. 


Die Anwendung des Verfahrens zur Untersuchung des Magensaftes 
gestaltet sich somit wie folgt: Von dem zu untersuchenden, durch 
Zentrifugieren geklärten Mageninhalt wird eine kleine Probe (l ccm) 
mit 0,03n HCl zum 100fachen Volumen verdünnt. Ein Teil dieser 
Stammlösung wird nun im Verhältnis 1:2 mit ebensolcher HCl weiter 
verdünnt und mit dieser 300fachen Magensaftverdünnung wird in der 
S. 41 f. beschriebenen Weise ein Versuch angesetzt, dessen Schluß- 
ablesung nach 14 Stunden erfolgt. 


Diese Versuchsdauer ist aus praktischen Gründen gewählt, da es sich 
uns für den klinischen Gebrauch der Methode bequem erwies, wenn eine 
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um 6 Uhr nachmittags angesetzte Probe am nächsten Morgen um 8 Uhr 
zur Ablesung kam. 

Die unter unseren Versuchsbedingungen nach 14 Stunden gefundene 
Brechungsindexzunahme ‚2‘ liefert nun durch Ablesen an der in 
entsprechender Weise vergrößerten Kurve einen Abszissenwert, welcher 
zu folgender Aussage berechtigt: Der 300fach verdünnte Magensaft ist 
unter denselben Versuchsbedingungen hinsichtlich des Auflösens von 
hitzekoaguliertem Eiweiß gleich wirksam wie eine Lösung des zum Ver- 
gleich herangezogenen Pepsinpräparates, von jenem Prozentgehalt, den 
der abgelesene Abszissenwert angibt. Aus der Tabelle III läßt sich hin- 
zufügen, mit welchem Fehler man im einzelnen Falle zu rechnen hat. 

Sollte nun das bei 300facher Verdünnung eines Magensaftes ge- 
fundene 4 in einen Kurvenabschnitt fallen, der nicht die gewünschte 
Genauigkeit in den P-Werten zuläßt, so kann man den Versuch wieder- 
holen mit einer solchen anderen Magensaftverdünnung, von der man 
auf Grund des schon gemachten Versuchs vorausberechnet hat, daß 
nun das Resultat in einen bezüglich der Genauigkeit günstigeren Kurven- 
abschnitt fallen wird. Bei einem solchen zweiten Versuch geht man 
wieder von der Stammlösung aus, die man für diesen Eventualfall 
kühl aufbewahrt hatte. 

Es ist klar, daß der Vergleich des Magensaftes mit der Lösung 
eines bestimmten Fermentpräparate:3 etwas Willkürliches ist, weshalb 
man an der Abszisse ebensogut eine willkürliche Skala anbringen mag 
(etwa mit dem Normalwert als 1); was aber bestehen bleibt, ist die 
für gewisse reproduzierbare Versuchsbedingungen geltende Form der 
Beziehung bzw. Kurve, die es ermöglicht, den Beobachtungsgrößen 
Zahlen zuzuordnen, welche den Verdünnungsgraden des Magensaftes 
proportional sind, also angeben, wievielfache Verdünnungen verschie- 
dener Magensäfte gleich wirksam sind. 

Ein weiterer Schluß von den Verdünnungen gleicher Wirksamkeit 
auf die relative ‚Fermentkonzentration‘“, wie er zufolge einer Sprach- 
gewohnheit häufig gemacht wird, ist nicht mehr streng, da er gleiche 
Aktivität des Trägers der Fermentwirkung bei den verglichenen Magen- 
säften ohne weiteres voraussetzt. 

Das hier beschriebene Verfahren ist ebenso wie zum Vergleich 
von proteolytisch wirksamen Sekreten auch zum Vergleich von Ferment- 
präparaten unter gleichen oder zum Vergleich desselben Präparates 
unter verschiedenen Bedingungen anwendbar; dies insolange es sich 
um die Variation solcher Bedingungen handelt, die keinen Einfluß 
auf die Form der Vergleichskugve haben. Über die am klinischen 
normalen und pathologischen Material mit der Methode gewonnenen 
Resultate wird in einer medizinischen Zeitschrift berichtet. 


Einfluß der Narkotika der Fettreihe auf den Susliangszuntand 
der Zeilkolloide. 


(Ein Beitrag zur Theorie der Narkose.) 


Von 
M. Kochmann!). 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Halle-Wittenberg.) 
(Eingegangen am 8. Dezember 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Vorgänge, die der Narkose zugrunde liegen, sind noch keines- 
wegs geklärt. 


Manche Forscher, wie Binz?), Baumann und Kast?), v. Mering*), 
Heymans®) u. a. haben die Ansicht ausgesprochen, daß die Narkose sich 
auf chemische Umsetzungen zurückführen lasse, und sie bringen infolge- 
dessen die nerkotische Wirkung in Beziehungen zu gewissen Atomen und 
Atomgruppen der Narkotika. Diese Ansichten sind heute im allgemeinen 
verlassen worden, obwohl ganz sichere Beweise für ihre Unrichtigkeit 
eigentlich nicht vorhanden sind. Man könnte sich gut vorstellen, daß 
gewisse Atomgruppen in der Tat abgespalten werden und dann mit den 
Zellbestandteilen in Wechselwirkungen treten können, die möglicherweise 
ihrerseits physikalischer oder physikalisch-chemischer Natur sind. 

Die Erstickungstheorie von Verworn®), nach der die Narkotika die 
Oxydationsvorgänge hemmen und dadurch die reversible Lähmung hervor- 
rufen, darf wohl als widerlegt gelten, wenn auch nicht geleugnet werden 
kann, daß Narkotika tatsächlich Zelloxydationen vermindern können. 
Doch dürfte das die Folge und nicht die Ursache der Narkose sein’). 


!) Den Praktikanten des Instituts: Fräulein Anita Kaufmann und den 
Herren Herbert Fischer, Arno Schlanstedt und Robert Hollaender danke ich 
an dieser Stelle für ihre fleißige Mitarbeit bei den vorliegenden Versuchen. 

t) C. Binz, Vorlesungen über Pharmakologie, Berlin 1884; Arch. f. exp. 
Path. u. Pharm. 6, 310, 1877; 18, 139, 157, 1881: 

3) E. Baumann u. A. Kast, Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 52, 1890. 

1) J. v. Mering u. A. Schneegans, Therap. Monatsh. 6, 327, 1892. 

3) J. F. Heymans u. D. De Buck, Arch. int. de Pharm. et de Thörap. 1, 
l, 1894. 

+) M. Verworn, Narkose. Jena 1912. , 

7) Eine zusammenfassende kritische Darstellung der Narkosetheorien 
findet sich in des Verfassers Beitrag im Band I des Heffterschen Handbuchs 
der experimentellen Pharmakologie. Verlag von Julius Springer, Berlin. 
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Die bekannte Lipoidtheorie von H. Meyer und Overton!) und ihrer 
Vorläufer, v. Bibra und Harless?), Hermann?), Richet und Oudaille*), kann 
die Narkose als solche nicht hinreichend erklären. Jedenfalls lassen sich 
gewichtige Einwände gegen sie geltend machen, die ich anderen Ortes 
zusammengestellt habe. Neuerdings sind Anschauungen geäußert worden, 
die den narkotischen Vorgang durch Beeinflussung der Zellkolloide zu er- 
klären suchen [Höber®), Winterstein®), Traube’), v. Knaffl-Lenz°) u. al, Als 
Folge der kolloidehemischen Beeinflussung der Zellen nehmen jedoch die einen 
eine Verminderung der Zellpermeabilität an, während andere Forscher wieder, 
wie Traube und Embden ?), eine Erhöhung der Permeabilität der narkotisierten 
Zellen als das Wesentliche ansprechen. v. Knaffl-Lenz insbesondere hat ge- 
zeigt, daß unter Einwirkung verschiedener Narkotika eine Volumverminde- 
rung der roten Blutkörperchen eintritt, und zwar bei Konzentrationen, die 
den narkotischen entsprechen. Da jedoch an roten Blutkörperchen Narkose 
nicht zu beobachten ist, so fehlt diesen Versuchen die volle Beweiskraft. 


Im folgenden sollen Versuche beschrieben werden, die sich mit der 
Einwirkung der ersten fünf normalen Alkohole, des Chloralhydrats und 
Urethans, des Chloroforms und Äthers auf ein Modell und auf ein lebendes 
Substrat befassen. Als Modell wählten wir die Fibrinflocke von M. H. 
Fischer!?) und als lebendes Substrat den Gastrocnemius von R. tempo- 
raria, bei dem der Eintritt der Narkose durch faradische Reizung festzu- 
stellen ist. 


I. Versuche an der Fibrinflocke. 


Methodik: Das durch Schlagen von Pferdeblut gewonnene Fibrin 
wird von anhaftendem Blute und Gerinnsel durch Waschen in gewöhn- 
lichem Wasser befreit, zerschnitten und weiter gewaschen, indem mit 
der Wasserstrahlpumpe dauernd Luft durch das Gefäß hindurchgesaugt 
wird, um dadurch die Fibrinmasse in dauernder Bewegung zu halten. 
Das Waschwasser wurde so oft erneuert, bis das Fibrin vollkommen 
weiße Färbung zeigt. Hierauf wurde das durch Abpressen vom Wasser 
befreite Fibrin mit n/10 Salzsäure übergossen, um die Salze in Chloride 


1) H. Meyer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 42, 109, 1899; in H. H. 
Meyer u. R. Gottlieb, Experimentelle Pharmakologie, 5. Aufl. Berlin-Wien 
1921; E Overton, Studien über Narkose. Jena 1901. 

23) E. v. Bibra u. E. Harless, Die Wirkungen des Schwefeläthers in 
chemischer und physiologischer Beziehung. Erlangen 1874. 

3) L. Hermann, Lehrb. d. exper. Toxikologie. Berlin 1874. 

1) C. Richet, C. r. d. l. soc. d. Biol. 54, 775, 1893. 

5) R. Höber, Physikal. Chem. d. Zellen u. Gewebe, 4. Aufl. Leipzig 1914. 

D H. Winterstein, Die Narkose. Berlin 1919. 

1) J. Traube u. F. Köhler, Int. Zeitschr. f. physik. -chem. Biol. 2, 42, 1915. 

83) E. v. Knaffl-Lenz, Arch. f. d. ges. Phys. 171, 51, 1918 und Arch. f. 
exper. Path. und Pharm. 84, 66, 1918. 

°?) G. Embden, nach Versuchen von H. Lange und B. W. Müller, Klin. 
Wochenschr. 1, 23, 1922. 

10) M. H. Fischer, Arch. f. d. ges. Physiol. 125, 99, 1908. 
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überzuführen oder zu lösen. Nach 24stündigem Stehen mit der Salz- 
säure wird diese abgegossen und das Fibrin so lange gewaschen, bis 
das Waschwasser mit Silbernitratlösung keine Trübung mehr gibt, 
was gewöhnlich nach sechs- bis achtmaligem Wechsel der Fall ist. 
Darauf wurde das Fibrin in dünner Schicht auf große Glasplatten 
ausgebreitet und bei etwa 30° getrocknet. Dann wurde es abgekratzt 
und im Mörser zu einem feinen staubförmigen weißen Pulver zerrieben, 
das im Exsikkator aufbewahrt wurde. 

Von diesem trockenen Fibrinpulver wurden je 0,25g in Reagenz- 
gläser gebracht, die einen Durchmesser von 1,7 cm hatten und so aus- 
gewählt waren, daß 25ccm Flüssigkeit eine Säule von gleicher Höhe 
ergab. Durch Vorversuche war festgestellt worden, daß das Fibrin 
auch in Wasser Quellung zeigte, aber doch bei weitem nicht in dem- 
selben Maße wie in n/100 Salzsäure. Für die Versuche wurde sowohl 
die Quellung in destilliertem Wasser, wie besonders in Salzsäure benutzt. 

Die Lösung der Narkotika, deren Wirkung auf den Quellungszustand 
der Fibrinflocke bei verschiedenen Konzentrationen geprüft werden sollte, 
geschah in der Weise, daß zunächst eine Lösung der Narkotika in destil- 
liertem Wasser hergestellt wurde, die doppelt so hoch konzentriert war 
als die höchste Konzentration, die untersucht werden sollte. Diese wurde 
dadurch gewonnen, daß diese Stammlösung zu gleichen Teilen mit n/50 
Salzsäure verdünnt wurde; aus dieser Lösung ließen sich die folgenden 
Konzentrationen durch Verdünnung mit n/100 Salzsäure bereiten. Jede 
Versuchsreihe wurde mit zwei Kontrollen gleichzeitig angesetzt, in 
denen die Quellung des Fibrins in destilliertem Wasser bzw. n/100 Salz- 
säure ohne Zusatz des Narkotikums beobachtet wurde. Die Höhe der 
Fibrinflocke, aus der die Größe der Quellung hervorgeht, wurde dann in 
Abständen von zunächst Lo Stunde und dann einer 1, Stunde gemessen. 


1. Methylalkohol. Mol.-Gew. 32, spez. Gew. 0,796, Versuchstemperatur 























17°. Die Ergebnisse lassen sich aus der Tabelle entnehmen!). 
mer EE E si e| £ v 
wu Fe lao 3 
Zeit S ei = > EI D Se | € 
| 8 N ui" | u 5 
= c S e J aro O 
EE E E am ER ER. a T ni Se es zi Er ER ne = = ge EN 
5 | en aal a2| sılsıl an 58! 55 5,5 
5 30 | 6,7 2,3! 43| 52| 54| 58| 59 57 5,7 
6 00 5,7 2,3 44| 53| 54 | 58° 60! 5,7 5,7 
In % ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
515 100,0 | 43,6 | 73,6 | 92,7 , 92,7 :103,6 ‚105,4 |100,0 | 100,0 
530 ` 100.0 | 40,3 | 75.4 | 91.2 | 94,7 101.7 103,5 100,0 ' 100,0 
600 , 100,0 | 40,3 | 77,1 | 92,9 | 94,7 |101.7 |105,2 |100,0 || 100,0 














1) Der Kürze halber wird immer nur ein Versuch tabellarisch angeführt. 
2) Höhe der Fibrinsäule in Zentimetern. 
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2. Äthylalkohol. 
(s. Abbildung). 


| 




















Mol.-Gew. 46, spez. Gew. 0,7704, Temperatur 17° 





a dÉ eege e A = ae i 8 
ES IE EI EZE 
Zeit | = $ E E | E = | e 3 
| % D cr il l I 
Z d | I | a | H 
| ech 5 -h M P e = 2 
Dees Gg See D E St el GE Sak . Sarnam nn R E: EN, | > eg H e æ P "ee e E 
" | CH ` e E E Kei 
mal sol al aal Aal 5 5,8 6,0 6,2 
12 00 59 |! 1,8 | 35| 4,9 5,7 5,8 5,9 6,3 
12 30 S0 |. 181-56] 49| 5,7 5,8 5,9 6,3 
n °/, ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetz 
11 45 || 100,0 ` 31,6 | 61,4 | 84,2 | 100,0 101,7 | 105,0 | 108,7 
12 00 | 100,0 |, 30,5 | 59,3 | 83,0 ; 96,6 98,3 100,0 |! 106,7 
12 30 | 100,0 | 30.5 ` 593 | 83.0 | 96.6 98.3 | 100,0 | 106,7 
2a. Fortsetzung. 
ege) MER: + "SÉ a Zr EI dë 
8 ` S 18" S wë TI 2 
P = | © ' = sy KE 
Zeit | | q | | T |l SS | 5 
t © 0 g Su | 
d 28 S Eor e $ od 
Ee, E E o "St "S x | S 
1 1h45’ 60 i 59| 57 | 57) 57! 51 5,7 
12 00 6l j 60 | 59 59 "pp. 59 5,9 
12 30 6,1 e TI "et Sei Sa 5,9 5.9 
In °/, ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
1145 | 105,2 | 103,4 | 100,0. | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 
12 00 | 103.3 | 101,6 | 100,0 | 100,0 . 100,0 | 100,0 | 100,0 
12 30 | 103.3 ` 101.6 100.0 : 100.0 100.0 | 100,0 | 100.0 





a) und I) Kontrollen; 


b 


d 


e 


f 


Fibrinsäule == 100 


g 


"Zb 


k 


` 
Abb. 1. Einfluß des ÄAthylalkohols auf die Quellung der Fibrinflocke. 


f) n/2 Lösung; Fibrinsäule — 98 


b) 8n Lösung; s = 29 g) nl4 E N -— 100 
c) 4 é ~ N. h) ah e Se Mr 
d) 2 x e ez Si i) njló „ à = 103 
e) 1 22 A FN Katz, $ — 102 
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3. Propylalkohol. Mol.-Gew. 60, spez. Gew. 0,805, Temperatur 17°C. 
Angesetzt 2h50. 
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| 2 p” e ae | © | = | 3 S H æ 
E a SiR ei S S SL p 
aoi B a — © E? -_ | 2 Ss A u -' 
| In ala | SS E 
u g c ai m © | x 
EE >i sjslgjgj]^jx 
ER E l EN. ande EE S s | Ee 
3205| 5,4 2,9 3,5| 4,7) 52° 62) 60] 60| 57| 57| 5,4 
320° Säi 3,0| 3,5 ei 53. 6,3] 62, 62. 6,0; 6,0. 59 
350. 60130) 35| 4,8 53 6383| 62: 62: 6,0: 6,0; 60 
In % ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
3 05 .100,0 53,7 ' 64,8 | 85,5 | 92,6 ' 114,5 | 111,1 111.1] 105,5 | 105,5 ; 100,0 
3 20 | 100,0 :50,8 , 59,3 | 81,3 | 99,8 | 106,7 105,0 | 105,0 . 101,6 , 10},6 | 100,0 
3 50 100,0 50,0: 58,3 | 80,0 88,3 ' 105,0 103,0 | 103,0 ' 100.0 | 100,0, 100,0 











4. Butylalkohol. Mol.-Gew. 74, spez. Gew. 0,808. Temperatur 17°C. 


eaae men rn n — | 























w DE Eu Eu EEE ne EEE ne 
$ i; il l ze 2: l ki re 
. | > oo 1 © : Q | | vn i II 

u p À S ) S ' S | G | è | = de 3 gd era u. ~ 

(ag 8,3 | 6,0 6,51 66| 65 65| 65! 65 63| 6,3l 6,3 

1200" 6,2) 59 6,6 6,7! 68: Gë 6,6' 6,6 6,4] 62 62 

1230| 62 59 Gë 67| 68. 67; 66| 66| 64) 62! 62 

In % ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 

11 45 [100,0 ' 95,2 '103,1 |104,7 |103,1 |103,1 103,1 103,1 |100,0 .100,0| 100,0 

12 00 :100,0 , 95,1 !106,4 1080 |109,6 106,4 106,4 106,4 103,2 100,0 100,0 

12 30 100,0 | 95,1 106,4 |108,0 [109,6 108,0 ;106,4 106,4 ; 103,2 |100,0 |; 100,0 





5. n-Amylalkohol. Mol.-Gew. 88, spez. Gew. 0,817, Temperatur 17°C. 
In der Literatur findet sich die Angabe, daß der normale Amylalkohol 
unlöslich sei. Dies ist aber nicht zutreffend. Seine Löslichkeit beträgt 
1,36 Gew.-Proz. Die Bestimmung der Löslichkeit geschah aus dem spezifi- 
schen Gewicht der konzentrierten wässerigen Lösung nach den üblichen 
Methoden, unter Anwendung des Pyknometers nach Ostwald. Dieses Ergebnis 
wurde durch die chemische Analyse kontrolliert, indem wir die Methode 
Nicloux zur Bestimmung des Äthylalkohols mit Erfolg auf den Amylalkohol 
anwandten. Danach betrug die Löslichkeit 1,4%. Von dieser konzentrierten 
wässerigen Lösung (k) gingen wir bei der Herstellung der verschiedenen 
Konzentrationen aus. 





i ' k | 
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ee reelo og Ze Se $ 
2 g2 `. 88 zH S TS S e 
Zeit g | Sa | as wm ee Se Se E 
zo Ai D ai HR In 4 o x 
SE ae u e oOo 
mus Bä Au 53l ap ou An A8 53 
620 "Bi Al 54° 57 61.:60' 591 657 
650 : 58; Al, 54 58|) 6l, 60j 59 57 
In °/, ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
6 05 100,0 | 75,6 | 100,0 105,6 | 113,2 111,3 ' 109.4 ` 100,0 
620 > 100,0 71,9 ' 94,8 100,0 | 107,0 105.2 103.5 , 100,0 
650 :100,0 70,6 93,1 i 100,0 | 105,1 103,4 | 101,7 | 100,0 
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6. Äthylurethan. 
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Mol.-Gew. 89. Temp. 17°C. 
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Ca a = a a 8/2 F SE g 
Zet > e = = = a = S = H I ı g 
2 , Í Il Il ll li Il SI sw 
} [e] N © 
SE 2 Si CH E = = = | $ Ä = | ai 
'4h30'! 6,1 ou di 69 21 6,8 65: 6,5| 62 6,1. 6,1 
445 | 62 61 69| 69 7,0 68 Dë 65, 6,3 och 6,2 
315 62| 61 69| 69 70,68 65. 6,5; 63| 6,2; 62 
In % ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
4 30 100,0 100,0 113,1 113,1 116,5 111,4 106,4 '105,5 101,6 
4 45 100,0 | 98,5 111,2 111,2 112,9 109,6 104,8 ‚104,8 101,6 100.0| 100,0 
5 15'100,0 | 98,5 111.2 111,2 112.9 109,6 104,8 104,8 101,6 100,0 100,0 





7. Chloralhydrat. 





Mol.-Gew. 165,5. Temp. 17°C. 
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ljg EIS s TT S 
= N un È $o g = = 
we" GC 2 | | 8 =. ZC g e 
æ faTi ER EEE 
Sé e O A bé 
Ze 2 x e SIS Sr S l 
BE BR ee SI SEN 
| 
app) 5,3] 30! 35| 4,4] 44 47| 50| 52| 48| 46|) 45 
405| 6,4| 3,2; 3,9] 4,6 5,1| 5,7, 6,0) 65| 6,4) 63| 6,4 
4 35 6,3! 3,1, 3,8] 46| 5,1, 5,7] 680| 64| 64| Bäi 63 
In % ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt: 
3 50 ee JE se en zg ee nn — 
4 05 100.01 50,0 | 60,9 | 71,8 | 79,6 | 89,0 | 93,6 101,5 1000 98,4 ' 100,0 
. 4 35 ‚100,0 | 49,2 ` 60,3 | 73,0 | 80,9 | 90,4 | 95,2 |101,5 |101,5 100,0 . 100,0 
8. Diäthyläther. Mol.-Gew. 74, Temperatur 17°C. Bei der Herstellung 
der Ätherlösungen wurde von einer konzentrierten wässerigen Lösung 
ausgegangen. 
WS Se | | e le de è ` 
' o æ le = = H S | > 5 a A Zr 
5 Se Ba ax | Ba Ro | a Se a2 Zelg 5 
SZ es Së 32 22 |22 25 SS 35 | ës, 
al 8 DEIER IS nt: 
sw el. AECH li ID oi Ar = 
a x | © au (el gill Sl. 2j S 
JI: L EE = IS |& = 3 | Sun 
Sch he = S 
ie, op aal GC 65 6,8 18 7,1 72! 69 6,7. op a| 6s 
3 30) e 6.0) 5 6.8 oU 71! 68 67 67 67 67 
400 671! Gë 68: 70) 71) 68; 67 67| 67) 67 
In % ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt. 
3 15 (100001 852 95,5 100,0 ` 102,9 ' 104,3 | 105,8| 101,4! 98,5! 97,0j 97,0:| 100.0 
3 30 100,00 89,5 97,0 101,4. 104,4 105.9|105,9 100,0 100.0 1000. 100.0 
4 00:100.00| 895 | 970° 101.4 | 104,4 | 104.4 105.9! 1014| 100.0' 100.0] 100,0. 100.0 
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9. Chloroform. Mol.-Gew. 119,5, spez. Gew. bei 15° 1,502. Ausgehend 
von einer konzentrierten wässerigen Chloroformlösung werden die übrigen 
Verdünnungen hergestellt. 
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BEREIT HR ER 
ZS fe Balz a a 2 Šg 8 
mo EEE au Eee au aipg goi 
d o] | r b l 
via ER, ER d a" I an e 
e Ee p EE aa Be 
ä Aw f 
500 6,1) 5,2 5,6 58 62 64 63 6,2! 6,1! 6,1] 6,0 
515, 6,0, 52 57 59 62 64 63, 62 61| 60) 6,0 
545 60 52. 57 59 62 64 63 6,2 61 6,0" 6,0 
In 2% ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt: 
5 00100,0 85,2 | 91,8 ; 95,0 |101,6 104,9 |103,2 | 101,6 '100,0 |100,0 ` 100,0 
515,100,0 86,6 90,5 | 98,3 (103,3 106,6 :105,5 ‚103,0 ‚101,6 ;100,0, 100,0 
5 45 100,0 ' 86,6 90,5 | 98,3 103,3 106,6 '105,5 ‚103,0 101,6 |100,0 ` 100,0 


10. In diesem Versuch werden die n/4 Normallösungen der vier ersten 
Alkohole, des Urethans und Chloralhydrats nebeneinander auf die Fibrin- 
flocke einwirken gelassen. 


t 
: Chloral» 


. | L Kon» | Methyl» Propyl» | Butyl» | 2. Kon» 
Zeit F Urethan | hydrat 


f trolle alkohol alkohol | alkohol trolle 


en eg GE L 
4,9 5,4 5,0 ` 5,1! 4,8 5,5 | 4,1 | 4,9 
630 ` 50| 54 51: 5l | 48 5,5 | 41 5,0 


lb: 

In % ausgedrückt, die Kontrolle = 100 gesetzt: 
615 100,0 | 110,0 | 102,0 ; 104,0 ' 97,0 | 112,0 | 84,0 |; 100,0 
6 30 100,0 . 108,0 | 102,0 ; 102,0 96,0 |; 111,0 82,0 | 100,0 





























Es ergibt sich also aus diesen Versuchen, daß die geprüften Nar- 
kotika ohne Ausnahme bei höheren Konzentrationen eine quellungs- 
hemmende oder, was das gleiche ist, eine entquellende Wirkung aus- 
üben, in geringeren Konzentrationen dagegen eine Quellungsförderung 
bedingen (vgl. Abbildung). M. H. Fischer (l. c.) hatte an dem gleichen 
Modell durch Nonelektrolyte keine Wirkung beobachten können. An 
anderen Kolloiden dagegen wurde häufig der dispersitätsvermindernde 
Einfluß der Narkotika festgestellt [Spiro!) u. al Es ist außerdem 
bemerkenswert, daß Hofmeister?) durch lproz. Lösungen von Äthyl- ` 
alkohol an Leimplatten ebenfalls eine Zunahme der Quellung beobachtet 
hat, während höhere Konzentrationen die Quellung verminderten. In 
einem gewissen Gegensatz zu diesen Angaben stehen die Befunde von 
Schryver?), sowie von Traube und Köhler (l. ei die den Narkoticis 


1) K. Spiro, Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. 4, 300, 1904. 
2) F. Hofmeister, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 28, 223, 1891. 
3) S. B. Schryver, Proc. Roy. Soc. of London (B) 87, 366, 1914. 
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immer eine Zustandsänderung im Sinne einer Quellungszunahme Zil- 
schreiben. 


Aus der folgenden tabellarischen Zusammenstellung läßt sich 
vergleichsweise die Wirkungsstärke der einzelnen Narkotika ersehen, 
wobei sich zeigt, daß die auch im biologischen Versuch als starke Nar- 
kotika bekannten Substanzen sowohl die Quellungshemmung wie 
Förderung in kleineren Konzentrationen bedingen, als die biologisch 
schwächer wirkenden. 








| Gerade noch quellungshemmende. Konzentration, die die Quellung 











Konzentration am meisten fördert 
Substanz EN ER ERBEN BR | 
Sa In Millimol in Gew. Proz. | in Millimol g in Gew „Proz. 
Chloroform e 6,6 0,077 1.6 0,019 
C'hloralhydrat . 15,8 0,258 3.9 0,064 
Amylalkohol ; 38.5 0,35 9.6 0,085 
Diäthyläther . . = 192,3 1,39 12.0 0,086 
Butylalkohol. | 250,0 1,85 31,2 0,231 
Propylalkohol . | 333,3 2,25 250,0 1,5 
Ät hylalkohol. . 500,0 2,3 125,0 0,575 
Methylalkohol . 1000,0 3,2 125,0 0,4 
Äthylurethan 2000,0 7,8 250,0 2,225 


Auf die Schlußfolgerungen, die aus dieser Wirkung der Narkotika 
auf die Fibrinflocke gezogen werden können, soll weiter unten ein- 
gegangen werden. 


II. Versuche am Muskel. 


Es mußte nunmehr untersucht werden, ob sich die an der Fibrin- 
flocke gewonnenen Ergebnisse auch am lebenden Substrat bestätigen 
lassen. v. Knaffl-Lenz (l. c.) hatte eine Volumenverminderung der 
roten Blutkörperchen in der Tat feststellen können, die möglicher- 
weise auf einen durch Entquellung hervorgerufenen Wasserverlust 
zu beziehen ist. Abgesehen davon, daß ein Beweis hierfür nicht er- 
bracht wurde, ist auch nicht experimentell gezeigt worden, daß die 
. verwendete Narkotikumkonzentration an den Erythrocyten einen der 
Narkose ähnlichen Zustand hervorruft. Wir verwendeten deshalb ein 
anderes Objekt, nämlich den quergestreiften Muskel, an dem durch 
elektrische Reizung der Eintritt der Narkose ohne weiteres festzustellen 
ist. Es wurde nun untersucht, ob der Muskel im Augenblick des Ein- 
tritts der Narkose Veränderungen aufweist, die im Sinne einer Fmt- 
quellung der Zellkolloide gedeutet werden müssen. Wie sich aus dem 
folgenden ergibt, sind derartige Veränderungen mittels der Wage fest- 
zustellen. 
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Methodik: Als Versuchsobjekt diente der M. gastrocnemius der 
weiblichen R. temporaria. Der Muskel wurde nach der Präparation zu- 
nächst mit 0,75proz. Kochsalzlösung sorgfältig abgespült, gewogen und 
darauf die Erregbarkeit mit Hilfe des Dubois- Reymondschen Schlitten- 
apparates festgestellt. Der Muskel des einen Beines wurde in die Lösung 
des Narkotikums gebracht, der des anderen in eine 0,75proz. Kochsalz- 
lösung. Die narkotischen Lösungen wurden in der Weise hergestellt, 
daß eine doppelt konzentrierte Lösung in destilliertem Wasser mit 
einer 1,5proz. Kochsalzlösung zu gleichen Teilen gemischt wurde. Die 
Lösung enthielt also immer neben dem Narkotikum genau 0,75 Proz. 
Kochsalz. Die folgenden Verdünnungen für weitere Versuche wurden 
mit der 0,75proz. Kochsalzlösung vorgenommen. In gewissen Zeit- 
abständen wurde dann die Erregbarkeit und das Gewicht beider Muskeln 
geprüft. War bei dem einen Muskel bei schwächeren Konzentrationen 
Verminderung der Erregbarkeit, bei höheren volle Narkose festgestellt, 
indem auch bei übereinander geschobenen Spulen des Schlittenapparates 
ohne Eisenkern keine Zuckung mehr auftrat, so wurde der narkotisierte 
Muskel in giftfreie Lösung gebracht. Wenn er wieder erregbar geworden 
war, wurde von neuem das Gewicht festgestellt (auch des Kontroll- 
muskels). Die Menge der Lösung, in der sich die Muskeln befanden, be- 
trug etwa 30 ccm. Als Gefäße dienten Wiegegläschen, die mit Glasstopfen 
verschlossen wurden, was besonders bei den flüchtigen N arkoticis von 
Wichtigkeit war. Ab und zu wurden die Lösungen durch leichtes Neigen 
der Gläschen etwas umgerührt. Für die Reizung wurden Platinelek- 
troden verwendet (Mommsenscher Reiztisch). Die Wägung der Muskeln 
wurde in einer ersten Versuchsreihe so vorgenommen, daß die Gastro- 
cnemii an der Achillessehne mit einer feinen Pinzette aus der Lösung 
herausgehoben, mit Fließpapier abgetrocknet und in ein reines Wiege- 
gläschen, das sofort verschlossen wurde, übertragen wurden. Nunmehr 
wurde das Gewicht des Wiegegläschens mit dem Muskel auf der Kuhl- 
mannschen Wage bestimmt, der Muskel herausgenommen, in die 
Lösung zurückgelegt und das Wiegegläschen zurückgewogen. In einer 
anderen Versuchsreihe wurde die Wägung mit Hilfe der Torsionswage 
vorgenommen. Hierzu wurde in die Achillessehne ein kleines Häkchen 
eingeführt (dessen Gewicht bei dem endgültigen Ergebnis in Rechnung 
gestellt wurde), der Muskel aus der Lösung herausgenommen, am 
Rande des Gläschens abgestreift und an dem Häkchen der Torsions- 
wage aufgehängt. Eine Austrocknung des Muskels war infolge der 
Möglichkeit, die Wägung in einigen Sekunden auszuführen, nicht zu 
befürchten. | 

Zur Prüfung gelangten die gleichen Substanzen wie bei den Ver- 
suchen mit der Fibrinflocke. In der einen Versuchsreihe wurde der 
Amvlalkohol noch nicht mit angewendet. 
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1. Methylalkohol. 












































Narkotisierter Muskel Gr Vergleichemuskel = |Prozentualer Unterscbied 
l er ee ee der Gewichtsänderung 
Zeit | Gewicht | Gi | Raten, oe | EG "D ege 
io mg | % ml m In | em EE 
1 A 12 3%: = 4n. 
9630, 298 m | 297 — © 18 = 
10 00! 291 = 296,5 | —0,2 | 18 | — 2,1 
| Muskel in 0, Se d e " Ä 
11 001 315 + 5,9 299 + 0,6 | 18 | + 5,3 
12 00| 319 + 7,0 | 298 + 0,3 17 | + 6,7 
Kee 6,4% = 2n 
945 250,5 — | 1 | 31 — 117 | = 
10 15, 246,5 | — 1,7 11 , 2495 | -01| l6 | — 16 
1115, 239 |— 44 o" 252 0 16 | — 4,4 
Muskel in 0,75% NaCl. ` | | 
12 15" 265,5 | + 60.12 :23 | +08 17 | + 52 
III. Lösung 3,2% = n. 
10 00, 378,5 — | 17 ` 380 = 2 Mm = 
10 än 374 — 14 1.17 7" 38l + 0,2 16 ` — 1,6 
11 00” 371 — 20 17 | 382,5 | +0,6 16 | — 2,6 
11 30. 370,5 | — 21 17 384 + 1,0 16 | — 3,1 
12 00 369,5 | -- 2,4 16 ` 383,5 ' + 0,7 16 ` — 3,1 


2. Äthylalkohol. 





 Narkotisierter. Muskel 








Prozentualer Unterschied 
der Gewichtsänderung 


| Vergleichsmuskel 





























Zei) zen o Ter e Sala | Gem | Ge Te, EEE 
| omg | % ` cn gleichsmuskel 
I. ees 9,2%, = ösung 9,2% = 2n. = u i 
9h50) 275 an ee 2 = 
1020| 268 | — 236 | 277 | +14 | 18 | — 4,0 
Muskel in 0,75% Na, ` | 
1120| 300 | + 901 7: 280 +22 | 10 + 6,8 
11 50|| 303 +10,1: 10 282 + 3,3 19 + 6,8 
I, a 4,6% =n. 
10 (ii 256 - 18 256,5 — j 19 — 
10 30; 249 — 2,4 i 15 ; 258 +0,5 |. 18. | — 2,9 
11 00; 245 |- 40, 7 | 20 | +13| 18! — 653 
Uu 30 | 245 — 4,0 6 | 261 + 1,6 18 " — 5,6 
12 00| 246 — 3,6 0O ` 261 + 1,6 17 | — 5,2 
Muskel in 0,75% NaCl. f 
1 00! 270 |+ 58! 10 259 | +16 | 17 ; + 4,4 
III. Lösung 2,3% = n/2. 
1010, 265 | — 19 |i 266 = 19 — 
10 40. 259 ı— 23| 19 | 266 0 19 — 23,3 
1l 10 | 258 Ge 2,7 | 17 || 269 +1,1 | 18 — 3,8 
1140! 260 '—- 19 | 14 | 270 +11 18 — 3,0 
12 10, 259 — 2,3 12 | 262 + 2,2 | 17 | — 4,5 
10" 257°  — 3,1 |:11 © 274 + 3,0 16 — 6,1 


ag Ee an 
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3. Propylalkoho!. 








` Narkotisierter Muskel | Ver gleichsmuskel ` Prozentualer Unterschied 


l | - ==), der Gewichtsänderung 
Zeit Gewicht Gewichts» Rollen, Gewicht ® Gewichts» Rollen» d narkotisierten Musktis 
| änderung abstand l änderung | abstand gegenüber dem Ver: 
, mg | 0, em mg j _% cm | gleichsmuskel 




















I. Lösung 2% = n/3. 















































Han mn > 21 | 2355. — j 2.: = 
315 216 | — 80 0,22 |) +26 13 | — 10,0 
Muskel in 0,75 % NaCl: | 
abgestorben. | | | 
Il. Lösung 1,5% = n/4. 
1255 252 |! — 18 |! 250 = 18 | u 
30 47 — 233: 3 253 TE E 14 — 3,1l 
350: 246 — 23i 0 253 + 1,2 13 — 3,5 
l Muskel in 0,75% NaCl. 
450: 258 | + 23. ! 9 — 252 + 0,8 12 + 15 
5 nl 256 + 1,5! 10 1 247 -12 13 + 27 
III. Lösung 1% = n/ô. 
100; 323 ! — 18 |! 327 ` — 18 z 
3 25" 320 -- 0,9 UU " 331 +12, 15 — 21 
35 38 |—- 15 u, | +09 lM | 24 
4 25. 320 — 0,9 12 330 > +09, 13 ` — 1,8 
455, 323 oo n 335 +24 EN — 2,4 
525' 323 — 0,3 11 ' 334 +21 13 | — 2,4 
4. Butylalkohol. 
EE _Narkotisierter Muskel a Vergleichsmuskel Prozentualer Unterschied 
Zeit | Gewichtes | Rollen 1 , | Gewichtes | Rollen MÄ 
è e , e Ww = s t 
Gewicht anderung abstand Gewicht ee gend gegenüber dem Vers ` 
em j %o | ei m | % | em j| _ gleichsmuskel 
I. Lösung 0,75% = n/10. 
350 238 f — | 14 | 239 — |! Lé — 
420 230 | — 34 0 ` 237 — 0,9 14 | — 2,5 
Muskel in 0,75% NaCl. | 
50 253 !i+63| 8 234 — 21 14 ` + 8,4 
II. Lösung 0,5% = n/l5. 
400 202 = 18 201 = 18 | = 
430 18 | — 230 7 202 + 0,4 18 | — 24 
500 195 e 35 | 5 | 200 -04 18 | = 31 
St 191 | — 54 0 | 201 0 19 — 5,4 
Muskel in 0,75% NaCl. | | 
630 216 | +69] 9 200 -04 17. + 6,5 
III. Lösung 0,25% = n/20. 
410| 158 — 21 154 | = 22 | = 
(ai 150 !— 50| 16 | 149 | —33 | 19 | —- 17 
520" 142 — 10,1 4 147 — 4,5 18 ` — 5,6 
550° 142 | = 07 | 2 | 148 | -3,8 | 18 | — 6,3 
Gm 143 — 9,8 ` 147 — 4,5 16 = 5,3 
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5. Amylalkohol. 
E _ Narkotisierter Muskel | Vergleichsmuskel eeben Unterschied 
Zei d Gewichts- ` Rollen- || — ` Gewichts- ` Roll Ewe E ee 
s s . s ` s tis rt 
t, Gewicht änderung | abstand Gewicht | Ging abend ' de genüber dem Ver: 
A om b em ` mg | B. em `" gleichsmuskel 
E “I. Lösung 0,3%, = n/25. 
12b15' 229 L 18 230,5 = 18 = 
12 45 228 — 0,3 | 7 233 +11 |; 18 — 1,4 
l 15; 222  —- 31 A ` 231 — 0,2 19 | = 8,3 
>| 219 —- 43 O | 229 -06 13 | 2] 
Muskel in 0,75% NaCl. - | 
4 35! 234 + 2,1 9 ! 225 — 2,3 12 || — 44 
H. Lösung 0,15% = n/50. 
4 05; 367 ; — ' I8 ! 368 = 18 Ss 
4 35. 367 | 0 13 | 374 +16 18 = 6 
5 05; 368 + 0,2 9 | 376 + 2,1 ID" — 1,9 
sa, 365 i— 05: 3 ; 380 SE lo = eg E 
605 364 — 0,8 o | 38l +3,5 15 — 43 
| Muskel i in 0,75% NaCl. ` 
7 05! 389 + 6,0: 10 ; 381 +35 15 + 2,5 
III. Lösung 0,075% = n/100. 
400 219 - a TI OUR | o, a l = 
4 30 218 — 0,4 | 13 216 +04 20 0 
500 215 — 1,8 ll — 217 | + 0,8 18 — 26 
530 216 = 1,3 10 223 : +3,86 16 - 49 
6.00, 216 = ES UU 2 | +46 16 — 59 
6 30 215,5 — 16 UU — 222 + 3,2 15 — A8 
90 214 ,- 23 | ll 221 + 2,8 12 — DI 
6. Urethan. 
! Narkotisierter Muskel J Vergleichsmuskel | EE Gadgete 
Zeit DEE SN BEE Ee eege 
D e tSs e rt S 
= Gewicht | Enderung beten | Gewicht a | Wer Ger dem Va. 
mg lo e en o mg E em N ‚gleichsmuskel 
I. Lösung 3 ei = n/3. 
1130 417 i — | 16 " 429,5 Se 17 = 
12 00| 417 | 007 | 434,5 +1,1 18 ` EEE 
12 30° 409,5 ` — 17' 4 | 433 + 0,3 17 -- 2,0 
100, 408,5 ,— 20 D" 43l + 0,1 17 — 21 
, Muskel in 0,75% NaCl. | -> | 
200: 433,5 | + 39 | 7 432 + 0,2 16 ek: 25 
315 441 |; + 5,7 8 435 +1,4 10,5 . -+ 5,3 
II. Lösung 2% = n/4. 
UL 15, 301,5 = P 29 3133 | - 1.16 = 
11 45" 296 ,— 16 10 ; 318 ' +15 16 z..33 
1215. 296,5  — 15 5 316,5 | +11 | 17 — 23,6 
1245| 295,5 | — 1,9 2 317 | +12 | 16 | — 3,1 
1 15° 294 — 24: 0 315 +0,6 |! 16 ` — 3,0 
} 
Muskel in 0,75% NaCl. ` | | 
2 15| 316,5 |! + 49 | 10 | 312,5 — 0,1 | 16 + 49 
315 316 + 49. 10 ` 315,5 +06 | 15,5 + 4,3 
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6. Urethan. (Fortsetzung.) 



































boren Muskel | Motet Feste 
EE der Gewichtsänderung 
Zeit Gewicht | Gewichts» Rollen» | Gewicht Gewichts» | Rollens "d, narkotisierten Muskel: 
er änderung | abstand änderung | abstand D gegenüber dem Ver. 
mg oh cm ll mg | h em eege 
III. Lösung 1% = n/8. 
11600, 342 | — 18 : 337,5 | — i 19 l — 
1130 332 — 2,8 | 16 | 339 ` +04! 18 — 3,2 
12 00 336,5 — 15 12 | 340 | +45 17 — 2,0 
12 30 335 | — 2,2 12 | 337 | -01| 17 — 2,1 
LO 332 i — 2,8 12 337 + 1,0 16 i — 2,7 
20: 327 i — 46 | 12 | 341 +10: 16 | — 5,6 
3 00 327 i — 4,6 12 ' 341,5 + 1,1 15 ' — 65,7 
7. Chloralhydrat. 
Nark kotisierter Muskel Vergleichsmuskel Prozentualer Unterschied 
e Sn ee re 
to ; tss P e ichts» e tisi 
" Gewicht | enderung | abstand Gewicht Suen abstand | Dees dem Ver, j 
mg ob | cm mg dÉ | cm en gleichsmuskel 


I. Lösung 0,16% = n/103. 











wi 288 i — : I8 | 290 = 18 zgi 
140. 285 '— 10, 16 . 292 +0,6 | 18 | — Lë 
510 283,5 | — 15; 9 | 292 +0,6 | 18 | — 21] 
um 279 | — 30 7 |! 293 +10 1, — 40 
900 276 — 41 o | 297 +24 | 15 | — 6,5 

| Muskel in 0,75% NaCl. | | 

10 45" 300 ' + An" 6 | 299,5 3,2 | 15 | + 0,8 

| II. Lösung 0,1% = n/165. 

355 241,5 — 1.19: 2425 = 19 = 
425, 2385 | — 33 | 16 , 241 — 0,6 | 19 EA, 
1526-64, 15 | 243 ; +02 |19 } Ge 
sp 220 |- aal 14 | 243,5 +04] i8 | -87 
555 218 — 97 |! 12 ` 245 + 1,0 17 | — 10,7 
um 220 '— 83. 4 | 244 +06 | 16 | 89 
930 au .i- 97 0 | 246 +1,0 | 16 | — 10,7 

Muskel in 0,75% NaCl. | | 
W45 249 +31| 3 | 245 ıı +10 | 16 ! + 21 
III. Lösung 0,08% = n/206. 

345 251,5 = 19 | 253,5 | - 18, SS 
4115 247 — 3,7 16 | 255,5 | +08 ` 20 — 4,5 
145 243 — 24 16 | 255 +06 19 | — 4,0 
515 241 — 37: 17 254 + 0,1 19 ` — 3,8 
Gu 240 — 45 l6 258 +1,7 18 — 6,2 
900 240 — 45 15 255 +06 17 — SI 
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8. Chloroform. 
| Narkotisie siter Muskel l o _ Vergleichsmusk el l Eet Unterseh ied 
Zei Se o icht R 1 en Gewichts R M e Bo mern 
. ; D s wW s ve narKolsie s 
j ‚| Gewicht SE Rollene ( Gewicht se Abstand gegenüber des Ver, 
mg d ae mg Ki m Gem gleichsmuskels 
O L Lösung 0,062% = 5,25. 
11h35 186 = 18 188 — 18 ` — 
1205| 187 + 0,5 15 192 + 2,1 19 — 16 
23) 187 + 0,5 1l 194 , +3, 18 ` — 23,6 
315, 184 | — 10 8 | 196 , +4,2 15 ` — 5,2 
4 15) 183  — 17 6 14 | +3,1 15 | = SEN 
515 179 — 4,8 O ` 196,5 ı +43 14 =. gA 
Muskel in 0,75% NaCl. ` | d 
6 45° 195 +43, 4 14 ' +31 14 + 12 
| II. Lösung 0,049% = n/243. 
11 40 | 284 Se 18 | 284 i — 18 = 
12 10" 282 — 0,6 | 18 | 283 — 0,3 18 | — 0,3 
12 40! 283 — 0,3 15 || 279 san E A 17 o l4 
315. 276 |— 27| 9 | 278 -20 16 | — 0,7 
415 273 — 3,0 5 | 278,5 | —19 15 |! — ul 
515 271,5 | — 4,3 o ` 277 — 24 15 | = 19 
Muskel in 0,75%, NaCl. | | SÉ 
6 55 292 IL 27) 3 276,5 ; — 2,5 1 + Bä 
III. Lösung 0,036 % = n/332. 
11 45| 2988 `> — 19 298. 0 - . DB; = 
12 15| 296 — 0,6 18 ; 296 -06 , 19 ' 0 
12 45| 295 — 1,0: 18 | 2975 | —0,1 20 — 0,9 
3 ou 291 — 2,3 12 ; 299,5 | Ab 17 | — 2,8 
4 10) 291 — 23 | 12 j| 301 | -10: l6 | — 3,3 
5 15, 289 — 3,0 12 ! 300,5 +0,8 , 14 — 3,8 
6 15! 288 -- 3,3 11 304 +20: 13 | -- 5,3 
9. Äther 
u ia l Narkotisierter Muskel E E E Brozentunler EE 
Zeit Gewichts | Rollen Ù — Gewichts» ` Roll gei kotisierten Muskel 
€ ewi D s s n» .DAIKO USKCIS 
Gewicht | Anderung | abstand i Gewicht | erg Abstand gegenüber dem Ver 
d eg hen [j m TI D ` œa EE 
10n45/| 267,5 — 1.18 | 268 | — |»: = = 
11 15| 257 — 39| 0726 | —06 18, — 33 T 
Muskel in 0 15% NaCl. | Se 
12 15| 275,5 | + 39 ' 10 | 268 0 18 +30 IQ 
10 55] 258,5 : — 18 256,5 | — 18 | — ei 
11 25; 257 '— 05| 10 | 258 | +05 ja o | 8 
1155) 253 '— 15 0 259 - 0.9 17 = 26 | 81 
` Muskel in 0,75% NaCl. '. Ee 
12 45 269 ı+40| 8 i 259 : +0,8 I7 a 3i = 
i | 
uo om | — las ; 29 ©- IL Se 
ua 206 j- 04| 14 | 212 +14| l -- 18 | Ss 
12 00| 205 E 0,9 11 210 + 0,4 18 — 13 (3, 
12 30: 206 i — 0,4 10, 212 4- 1,4 17 — 18 | Se 
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Die andere Versuchsreihe sei in Form einer kurzen Tabelle wieder- 
gegeben: 

















| | | Gewichts. ; 
Konten, ` Konzen- BCE an unterschied ; si ege 
Substanz \ tration in n in bei > ei 
N a 3 tratio u in Narko SN | der Erholung 
b |! 0k 
i SES 
Methvlalkohol . . . | 4000 l 12,8 | ES I 7,48) + 0,41 
- . || 2000 ` 6,4 ! 8 — 544 + 02 
Äthylalkohol . |2000 | 92 | 1⁄4 |— 952| — Lë 
S . . . | 1000 4,6 5 — 2,4 | Gew. nicht 
| | bestimmt 
2.1 500 2,3 5% OI + 05 
Propylalkohol . | 375 2,25 4 = 92 .| 20,4 
S . 250 Lë : 44% |— 03 | +08 
7 2... 187,5 | 1,125 | 4% |- 27| + 0,7 
Butylalkohol. . . . | 125 0,925 | 2 — 18,0 ` -- 15,6 
= er 93,75 | 0,694 au |— 2,45; — 0,4 
= 22.2. 623,5 0,463., 5 — 27 | + 12 
Abar” ERR 540 4 1 — 0,9 > — 086 
er EE E 2 4 — 20 | — 19 
Chloroform a 42 | 0,05 8 — 34 | — 39 
Urethan. . . . . . || 337,7 3 1 — 239° 1,4 
ae d 224,7 2 14 |— 3,7 ` Gew. nicht 
| bestimmt 
Chloralhydrat . . . | 8,4 0,125 6 — 0,33 + 5,7 
S DEE 56 Toon 8 `" — 40 Gew. nicht 
l bestimmt 


Zur Übersicht seien auch die Ergebnisse der anfangs ausführlicher 
wiedergegebenen Versuchsreihe in einer Tabelle zusammengestellt, in 
der die einzelnen Substanzen ihrer Wirkungsstärke nach Sala, sind: 


| . _Narkotische | Gewichtsdifferenz zum 














Substanz d Ee, E 
SE Pen Es KR JL e E rm. ze 
Chloroform . . . .... 4,1 — 19 
Chloralhydrat . . . . . . 6,06 — 10,7 
Amylalkohol. . . ... . 20 — 4,3 
Butylalkohol . . .... | 66,6 — BA 
Ather... ca ae 190 — 2,6 
Urethan . . . 22.2... 250 | — 3,0 
Propylalkohol . ...., 250 — 3,5 
Äthylalkohol . . . . . . 1000 =, 252 
Methylalkohol . . . . . . ` 2000 | — 44 


Aus diesen Versuchen am quergestreiften Muskel ergibt sich, daß 
Konzentrationen der Narkotika, die die Erregbarkeit des Muskels 
gegenüber dem faradischen Strom vermindern oder zum Erlöschen 
bringen, immer eine Gewichtsabnahme des Muskels zur Folge haben. 
Diese Gewichtsabnahme ist bei den Grenzkonzentrationen im Augen- 
blick der Lähmung ungefähr bei allen Substanzen von der gleichen 
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Größenordnung. Sie schwankt in einer für biologische Versuche 
erlaubten Grenze. Die Tatsache, daß der narkotisierte Muskel, 
in giftfreie Lösung übertragen, bei der Erholung das Gewicht des 
Vergleichsmuskels einholt (meistens sogar übersteigt), darf als Beweis 
dafür angesprochen werden, daß er während der Einwirkung der Nar- 
kotika Wasser verloren und bei der Erholung wieder Wasser auf- 
genommen hat, was ungezwungen auf eine Entquellung bzw. Quellungs- 
hemmung bei der Narkose und auf Quellungszunahme bei der Erholung 
der Zellkolloide schließen läßt. 

Bei einem Vergleich der Versuchsergebnisse an dem Modell der 
Fibrinflocke und dem lebenden Substrat der quergestreiften Musku- 
latur, handelt es sich also wohl mit Sicherheit um gleiche Zustands- 
änderungen der Kolloide. Auch die Wirkungsstärke der untersuchten 
Narkotika ist bei der Fibrinflocke und dem Muskel ungefähr eine 
gleiche. Bei beiden Substraten zeigen die fünf ersten Alkohole mit 
Zunahme ihres Molekulargewichts eine Vergrößerung der quellungs- 
hemmenden Wirkung (Richardsonsches Gesetz); Chloralhydrat wirkt 
stärker als Urethan, Äther schwächer als Chloroform. Wenn die Reihen- 
folge der untersuchten Substanzen bei den Versuchen an der Fibrin- 
flocke und am Muskel nicht genau die gleiche ist — besonders die 
Werte für Urethan zeigen eine Abweichung —, so kann das an Um- 
ständen liegen, auf die im folgenden noch eingegangen werden soll. 

Die Quellungshemmung oder Dehydratation der Narkotika läßt 
sich mit dem narkotischen Vorgang als solchem in unmittelbare Be- 
ziehung bringen ; denn durch die Dehydratation der Kolloide bzw. durch 
die Verminderung ihrer Quellungsfähigkeit muß die normale Permea- 
bilität der Zellen vermindert werden. Der Austausch des Wassers 
und der in ihm gelösten Substanzen in der Zelle beruht aber zweifellos 
auf der Fähigkeit der Kolloide, zu quellen. Wenn diese Eigenschaft 
verloren geht oder sich vermindert, so muß dieser Austausch im selben 
Grade vermindert werden. Die Zelle kann nichts aufnehmen und 
nichts abgeben, was alsdann zu einem Stillstand der Zellfunktionen 
führen muß. Die Anschauung, daß eine Verminderung der Permea- 
bilität der Zelle unter dem Einfluß der Narkotika zustande kommt, 
steht mit den Ergebnissen einer Reihe von Untersuchern, ich nenne 
hier besonders Höber (l. c.) und Winterstein (l. c.), im besten Einklang. 
Ich möchte also auf Grund der vorstehenden Untersuchungen und 
Auseinandersetzungen die Dehydratation der Kolloide und die durch 
sie bedingte Permeabilitätsverminderung als Ursache der Narkose 
ansprechen. | 

Das, was wir pharmakologisch als Narkose bezeichnen, ist jedoch 
sicherlich ein viel verwickelterer. zusammengesetzter Vorgang, an dem 
eine Reihe von Mechanismen beteiligt sind, die man in vorbedingende 
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und bedingendo einteilen kann. Zu den vorbedingenden Mechanismen 
gehören: die Lipoidlöslichkeit der Narkotika einerseits, die geringe 
Wasserlöslichkeit andererseits, die Verminderung der Oberflächen- 
spannung oder des Haftdrucks im Sinne T’raubes und die Adsorption 
der wirksamen Substanzen an die Zellkolloide. Diese vorbedingenden 
Mechanismen würden eine Theorie des Transportes der Narkotika dar- 
stellen. Die eigentliche Narkose beruht auf dem bedingenden Mecha- 
nismus der reversiblen Dehydratation oder Verminderung der Quellungs- 
fähigkeit der Kolloide und einer mus sich ergebenden Verminderung 
der Zellpermeabilität. 

Wenn man die Narkose als einen Se Vorgang 
auffaßt, so werden eine Reihe von Beobachtungen verständlich, die 
in letzter Zeit von Joachimoglu!) mit einer Anzahl von gechlorten 
Narkotika der Fettreihe gemacht worden sind. Er zeigte nämlich, 
daß die Reihenfolge in der Wirkungsstärke der einzelnen Narkotika 
nicht bei allen Substraten die gleiche ist, sondern daß beispielsweise 
das Tetrachlormethan bei der Hämolyse an erster, dagegen bei der 
Narkose des Herzmuskels erst an dritter Stelle und bei der Allgemein- 
narkose von Moorkarpfen sogar an siebenter Stelle steht. Wären immer 
nur die Lipoide der Angriffspunkt der Narkotika oder wäre die Narkose 
nur auf die Verminderung der Oberflächenspannung zurückzuführen, 
so hätte das Tetrachlormethan immer an derselben Stelle unter den 
verschiedenen Substanzen seinen Platz haben müssen. 

Auch unsere eigene Beobachtung, daß bei den Versuchen an 
der Fibrinflocke die einzelnen Narkotika in der Reihenfolge: Chloroform, 
Chloralhydrat, Amylalkohol, Diäthyläther, Butylalkohol, Propyl-, 
Äthyl-, Methylalkohol und Äthylurethan ihre Wirkung ausüben, da- 
gegen am Muskel in der Reihe: Chloroform, Chloralhydrat, Amyl- 
alkohol, Butylalkohol, Äther, Urethan, Propylalkohol, Äthyl-, Methyl- 
alkohol aufeinander folgen, läßt sich ungezwungen dadurch erklären, 
daß die vorbedingenden Mechanismen bei der Fibrinflocke andere 
sind als beim Muskel. Bei der Fibrinflocke spielt z. B. die Lipoid- 
löslichkeit als Transportmittel keine Rolle, während sie beim Muskel 
im Sinne einer Förderung des Transportes der Narkotika zu den Zell- 
kolloiden von Bedeutung sein wird. 


1\ G. Joachimoglu, diese Zeitschr. 120, 203, 1921. 
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Über den Einfluß einiger normaler Salze auf die Mutarotation 
und die spezifische Drehung der Dextrose. 


Von 
Hans Murschhauser. 


(Aus der akademischen Kinderklinik in Düsseldorf.) 
(Eingegangen am 14. Dezember 1922.) 


Die Geschwindigkeit des Drehungsrückgangs frisch bereiteter, 
wässeriger Dextroselösungen wird nicht nur durch Säuren, Basen, 
saure und basische Salze, sondern auch durch normale Salze beeinflußt. 
Aus früheren Versuchen geht hervor!), daß selbst reinstes Chlornatrium 
den Drehungsrückgang wässeriger Dextroselösungen verzögert und daß 
zwischen der Geschwindigkeit des Mutarotationsverlaufs und der 
Kochsalzkonzentration eine lineare Beziehung besteht. Die Geschwindig- 
keitskonstante betrug in 4,5fach normaler Kochsalzlösung = 3,1, in 
n/2 NaCl-Lösung = 6,8, während sie für reines, destilliertes Wasser 
einen Wert von 7,2 hatte. Die Differenz zwischen den Konstanten 
ist trotz der gewaltigen Salzkonzentrationsunterschiede sehr gering; 
deshalb war die Ermittlung der gesetzmäßigen Beziehung zwischen 
der Mutarotationskonstante und der Salzkonzentration nur durch die 
Anwendung hoher Konzentrationen möglich geworden. 

Es erhob sich nun die Frage, ob und in welchem Sinne andere 
Neutral- bzw. Normalsalze auf den Drehungsrückgang frisch bereiteter 
Dextroselösungen einwirken. Ich habe im Verein mit H. v. Holtum?) 
und W. Feger?) einige mich besonders interessierende Salze in dieser 
Richtung untersucht, da mir die Kenntnis des Verhaltens dieser Salze 
für die Bearbeitung weiterer Fragen unerläßlich war. Es kam mir 
dabei nicht auf die Ermittlung gesetzmäßiger Beziehungen zwischen 
Konzentration und Reaktionsgeschwindigkeit an, sondern auf die 
bloße Feststellung, ob ein Salz beschleunigend oder verzögernd wirke 
und in welchem Grade dies der Fall sei. 

Nach den bei den Kochsalzversuchen gemachten Erfahrungen 
wählte ich für solche Salze, die elektrolytisch weitgehend dissoziiert 
sind, höhere Konzentrationen, da nur von diesen deutliche Ausschläge 
zu erwarten waren; hydrolytisch weitgehend gespaltene Normalsalze 
wurden dagegen in stärkeren Verdünnungen zur Untersuchung gebracht. 


1) Diese Zeitschr. 125, 158, 1921. 
2) Inaug.-Diss. Gießen 1922. ` 
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Die verwendeten Salze waren reinste Präparate von Kahlbaum 
bzw. E. Merck und kamen in der bei der Übersendung vorliegenden 
Reinheit zum Versuch. Da ich jedoch in Versuchen mit Chlornatrium, 
„geschmolzen zur Analyse Kahlbaum‘‘, die Beobachtung gemacht 
hatte, daß der Mutarotationsversuch geeignet ist, gelegentlich auch 
die feinsten Verunreinigungen aufzudecken!), schien es mir angezeigt, 
die Zuverlässigkeit der zunächst erhaltenen Ergebnisse durch eine 
weitere Prüfung der wiederholt umkristallisierten Salze zu sichern. 

Die Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Salze auf die 
Mutarotation der Dextrose geschah nach dem bisher von mir ein- 
gehaltenen Modus?). Da ich der Raumersparnis wegen die Versuche 
in der allerkürzesten Form wiedergebe, andererseits aber Unklarheiten 
vorbeugen möchte, so sei der Gang der Untersuchung an einem Beispiel 
ausführlich beschrieben. 


Dextrose in zweifacher n-Kaliumchloridlösung. 14,9g Kalium- 
chlorid, Kahlbaum, umkristallisiert, wurden mit Leitfähigkeitswasser 
zu 100,0 ccm gelöst und die Temperatur der Lösung auf 20,4° (die in 
den bisher von mir angestellten Versuchen stets eingehaltene Tempe- 
ratur) eingestellt. Alsdann wurden in einem trockenen 100-ccm-Kolben 
4,9g reinste, wasserfreie Dextrose (Merck) eingewogen und diese in 
der Chlorkaliumlösung zu 100,0 ccm gelöst; für eine gleichmäßige 
Verteilung des Zuckers in der Lösung wurde Sorge getragen. Der 
Moment des Zusatzes der Lösung zum Zucker wurde genau fixiert 
und galt als Beginn des Versuchs. Die Lösung wurde in ein mit Glas- 
mantel umgebenes Polarisationsrohr eingefüllt und der Drehungs- 
verlauf derselben während längerer Zeit beobachtet. Die Temperatur 
wurde während der ganzen Dauer des Versuchs auf 20,40 gehalten. 
Die erste Ablesung erfolgte regelmäßig 5 Minuten nach Beginn des. 
Lösens, die weiteren in Abständen von je 5, 10 bzw. 20 Minuten, je 
nach der Geschwindigkeit des Rückgangs der Drehung. Bei Salzen, die 
eine starke Beschleunigung des Mutarotationsverlaufs bewirkten, mußten 
die Ablesungen in kürzeren Intervallen vorgenommen werden ; eine letzte 
Ablesung erfolgte regelmäßig 24 Stunden nach Beginn des Versuchs. 

Die Versuche wurden mit einem Halbschattenapparat ausgeführt, 
dessen Kreisteilung am Nonius Minuten und Bruchteile von solchen 
abzulesen gestattete..e Das Polarisationsrohr hatte eine Länge von 
189,4 mm, zeigte also bei Verwendung rein wässeriger Lösungen Prozente 
Dextrose direkt an. 

In dem als Beispiel angeführten Versuchsprotokoll bedeutet t 
die Anzahl Minuten, die vom Beginn des Versuchs bis zur jeweiligen 


1) Diese Zeitschr. 125, 175, 1921. 
2) Ebendaselbst, S. 162. 
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Ablesung verstrichen sind, T' die Temperatur der Lösung, æ den zur 
Zeit t abgelesenen Drehungswinkel, aus welchem unter Heranziehung des 
gesamten durchlaufenen Winkels (von der ersten bis zur letzten Ablesung 
nach 24 Stunden) der Wert log b — log (b — x) berechnet wird. C ist 
die aus diesem berechnete Geschwindigkeitskonstante der Reaktion; 
oo bedeutet den Wert der Drehung 24 Stunden nach dem Lösen. 


Dextrose in zweifach normaler Kaliumchloridlösung. 149g KC! 
(Kahlbaum) umkristallisiert mit Wasser zu 100,0 ccm gelöst. 5g Dextrose 
mit dieser Lösung zu 100,0 com. 


t T a log b — log (= z) | c 

5' , 20,4 10,15° = = 
10 ' 204 ` 9,85 24,8 4,9 
15 204 ` 9,60 46,6 4,6 
20 20,4 : 9,32 72,5 4,8 
25 204 : 9,05 98,9 4,9 
30 20,45 ' 8,80 124,9 49 
35 20,4 8,58 | 149,2 4,9 
40 20,3 | 8,38 | 172,5 49 
45 ı 204 ' 815 200,9 5,0 
50 20,4 7,95 | 227,2 5,0 
55 20,4 | 7,78 | 250,9 5,0 
60 | 20,4 |! 7,60 277,5 5,0 
65 20,4 | 7,42 305,9 5,0 
75 20,4 7,15 352,2 5,0 
85 20,4 6,90 399,9 5,0 
105 20,4 6,40 514,9 5,1 
115 20,4 6,20 571,0 5,1 
125 ı 20,4 6,02 628,6 5,2 
135 20,4 : 5,90 671,7 5,1 
145 20,4 5,78 719,5 5,1 
165 20,4 5,55 829,3 5,1 
oo | 20,4 4,75 = = 


i Mittel 4,98 

In völlig analoger Weise wurden die Versuche mit den übrigen 
Salzen durchgeführt. Die Dextrosemenge war in allen Fällen die gleiche. 
Das Ergebnis der Untersuchung wird durch die nachfolgende Zusammen- 
stellung in kürzester Form wiedergegeben. Die ausführlichen Protokolle 
dieser Versuche finden sich in den Dissertationen meiner Mitarbeiter (l. oe 1 

Für die Anordnung der Salze innerhalb dieser Aufstellung war 
das Versuchsergebnis bestimmend; die Salze folgen einander nach der 
Höhe der im Versuche erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten des 
Mutarotationsverlaufs. Auch der Salzkonzentration wurde durch die 
Einteilung in drei Vertikalreihen Rechnung getragen. 

Aus der Aufstellung geht hervor, daß die Halogenide der Alkalien, 
mit Ausnahme des Ammoniumchlorids, die stärkste Verzögerung des 
Mutarotationsverlaufs von Dextroselösungen bewirken. Die Ver- 
zögerung steigt mit der Konzentration der Lösungen an dem betreffen- 
den Salz und ist am beträchtlichsten beim vierfachen n-Kaliumbromid. 
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Die Mutarotationskonstanten von Dextrose in Lösungen verschiedener Salze. 
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CH,COONH, 
| CHICOOR ` 64,4 ! 
CH,COONa. | 88,1 | 


Kons Kon» 
EE | stante | SCDE | stante | Salzkonzentration | stante 
KBr..... 20 | | | 
KO ..... 3,4 | ` 
NaCl . 3,6 | 
NaNO, 41 j | 
J.. 4,8 | | 
| KO ....150 | 
ı NaCl....| 55 : 
ıKNO, ...| 56 | S 
BaCl, . 6,4 Ä 
(dreifach normal) | i | 
all, . 6,5 | | | 
O. 66 Ä ' H,O 6,6 
NH,NO, i 6,8 | BaCl,....| 69 | 
| NH,CI .. . | 736) 
CaCl, .. 1 76 | MgCl. EE 1,75 
MgCl, . 8,0 | 
| K,80, ...) 88 
PEDI 8 
| (NH,),SO, 12,3 | 
MgSO, 12,3 | 
| CH,COONH, | 28,4 
CH,COOK . | 36,8 
| CH,COONa. | 44,5 
i 48,8 | 
| 


Einen verzögernden Einfluß haben ferner die Nitrate der Alkalien ; 
auch hier nimmt das Ammoniumsalz wieder eine Sonderstellung ein; 
eg beschleunigt den Mutarotationsverlauf der wässerigen Dextrose- 
lösung in geringem Grade. Barium- und Calciumchlorid zeigen insofern 
übereinstimmende Eigenschaften, als sie in zweifach normaler Lösung 
den Rotationsrückgang schwach beschleunigen, in vier- bzw. dreifach 
normalen Lösungen dagegen schwach verzögern. 

Alle übrigen untersuchten Salze beschleunigen in mehr oder minder 
hohem Grade den Mutarotationsverlauf der wässerigen Dextroselösung. 
Überraschend ist das Verhalten der Magnesiumsalze, von denen ich 
nach den Ergebnissen der Versuche von H. Trey!) eine äußerst starke 
Beschleunigung der Mutarotation erwartet hatte. 

Am stärksten wirken die weitgehend hydrolytisch gespaltenen 
Acetate, und zwar der Reihenfolge nach das Ammonium-, dann das 
Kalium- und schließlich das Natriumsalz. Die beschleunigende Wirkung 
dieser Salze ist in zweifach normalen Lösungen ungefähr doppelt so 
stark als in n/l Lösungen. 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 22, 432, 1897. 
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Es ist oben bereits darauf hingewiesen worden, daß die Berechnung 
der Geschwindigkeitskonstanten des Mutarotationsverlaufs die Fest- 
stellung der Enddrehung 24 Stunden nach Beginn des Versuchs er- 
fordert. Dabei zeigte sich, daß diese Werte eine Verschiedenheit auf- 
wiesen, die, da in allen Fällen gleiche Mengen von Dextrose in gleicher 
Konzentration vorlagen (4,90 g), nur als eine Wirkung der Salze auf- 
gefaßt werden kann. Diese Tatsache ist für verschiedene Stoffe bereits 
festgestellt worden. Für die Wiedergabe unserer Befunde habe ich die 
abgelesenen absoluten Drehungswinkel auf die spezifische Drehung um. 
gerechnet und diese Werte in der folgenden Tabelle zusammengefaßt. 

Die Anordnung der Salze ist nach der Höhe der ermittelten Drehung 
getroffen; die Konzentrationsverhältnisse sind durch seitliche Ver- 
schiebung gekennzeichnet. 


Die Beeinflussung der EE Drehung der Dextrose durch Salze. 
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Die Halogenide der Alkalien, einschließlich des Ammoniums, er- 
niedrigen, die Chloride der alkalischen Erden, ausschließlich des Magne- 
siums, erhöhen danach den Wert der spezifischen Drehung der Dextrose 
in destilliertem Wasser. Die hydrolytisch stark dissoziierten Acetate 
der Alkalien haben keinen Einfluß auf die spezifische Drehung. 


Die caseinolytische Wirkung im Darmsafte und ihre allgemeine 
Verbreitung in den Geweben des tierischen Organismus. 


Von 
Clementi Antonino. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Königlichen Universität in Rom.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1922.) 


I. Zweck der Untersuchungen !). 


Cohnheim hat zuerst festgestellt?), daß Darmerepsin Pepsin- 
pepton, Protoalbumose, Heteroalbumose, Antipepton, Wittepepton 
verdaut, nicht dagegen Vitellin nach Erb dargestellt, kristallisiertes 
Albumin aus Kürbissamen, Pferdefleisch, Globin, Bence-Jonessches 
Albumin, Pferdeplasma-Eiweiß. Er fand, daß sich Casein, Protamin 
und Histone gegenüber dem Darmerepsin anders verhalten, indem 
diese genuinen Eiweißkörper von Erepsin gespalten werden. Einige 
Forscher nehmen jedoch an, daß das Darmerepsin imstande ist, 
such Fibrin zu verdauen. | 

Vernon 3) hat nach Cohnheim das Vorhandensein des Frepsins in 
den tierischen Geweben und Organen untersucht und gefunden, daß 
die verschiedenen Gewebe und Organe der Wirbeltiere (Hund, Katze, 
Taube, Frosch usw.) fähig sind, Pepton zu hydrolysieren, daß die 
Gewebe der Warmblütler reicher an diesem Ferment sind und end- 
lich, daß Leber, Niere und Milz unter diesen Organen die erepsin- 
reichsten sind. 

In seinen Untersuchungen über das Vorhandensein des Erepsins 
in den Geweben verwandte Vernon als Substrat nur Wittepepton. 
Cohnheim seinerseits ließ auf Pepton und Casein nur den Darm- 
schleim des Hundes wirken. Da Casein ein spezieller Eiweißkörper 
und charakteristisch für die Ernährung einer einzelnen Wirbeltier- 
klasse während der ersten Periode ihrer Lebenszeit ist, könnte man 


D Ein vorläufiger Bericht über die vorliegenden Untersuchungen wurde 
indem Bollettino R. Accademia Medica di Roma, Anno 1921, veröffentlicht. 

2) Cohnheim, Zeitschr. f. phys. Chem. 83, 451. 

3) Vernon, Journ. of physiology 32, 1905. 
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in der Tat annehmen, daß das Vermögen des Darmes und des Darm- 
saftes der Säugetiere, Casein zu verdauen, eine Verdauungsanpassung 
biochemischer Natur sei, wie dies z. B. die Anwesenheit der Lactase 
(eines zur Verdauung der Lactose geeigneten Fermentes) im Säuge- 
tierdarm ist. 

Um diese Frage zu lösen, d. h. um zu entscheiden, ob die easeino- 
lytische Wirkung (im Darm des Hundes von Cohnheim entdeckt) eine 
. spezielle Eigenschaft des Säugetierdarmes ist oder eine den Geweben 
und den Organen der Säugetiere und anderer Wirbeltiere gemeinsame 
Eigenschaft darstellt, habe ich die vorliegenden Untersuchungen an- 
gestellt. Mit denselben, welche sich in drei Gruppen zusammen- 
fassen lassen, habe ich geprüft: erstens, ob eine caseinolytische Wir- 
kung außer im Darm, auch in anderen Organen und Geweben der 
Säugetiere vorhanden ist, zweitens, ob sich die caseinolytische Wir- 
kung in der Darmschleimhaut und in den Geweben auch der übrigen 
Wirbeltiere findet, drittens, ob sich wirklich die proteolytische Wir- 
kung des Darmsaftes nur auf Casein beschränkt oder auch andere 
Proteine (z. B. Fibrin) betrifft. 


l I. Technik. 

Vom technischen Standpunkte aus war das angewandte Ver- 
fahren folgendes: Ungefähr 1 bis 2g des Gewebes oder Organes wurde 
mit Quarzsand zerrieben und mit 2ccm physiologischer Kochsalz- 
lösung verdünnt; der daraus entstandene Brei wurde auf drei Erlen- 
meyerkolben verteilt. Dem ersten fügte ich l0ccm einer 2proz. 
Wittepeptonlösung zu, dem zweiten lOccm einer 2proz. Lösung von 
Casein nach Hammarsten in n/100 Natriumhydrat, dem dritten 10ccm 
physiologischer Kochsalzlösung. Die drei Erlenmeyergefäße wurden, 
nach Zufügung einer dicken Schicht Toluol, mehrere Tage im Thermo- 
staten bei 37 bis 40° stehen gelassen. Hierauf führte man die Formol- 
titrierung aus, aus der Differenz zwischen dem formoltitrierbaren 
Stickstoff der Kontrollprobe und dem formoltitrierbaren Stickstoff 
der Ansätze mit Casein oder Pepton wurde die Zunahme des formol- 
titrierbaren Stickstoffs unter der Wirkung des Gewebes auf Casein 
oder Pepton festgestellt und hieraus auf die An- und Abwesenheit 
des caseinolytischen oder des peptolytischen Vermögens geschlossen. 
Der verwandte Darmsaft wurde von einem Hunde genommen, dem 
zwei Monate vorher eine Vellafistel angelegt war. 


HL Wirkung der Säugetier-Organe und -Gewebe auf Casein. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen über die Einwirkung des 
Breies aus Säugetiergeweben auf Casein und Pepton sind aus folgender 
Tabelle ersichtlich. 
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Tabelle I. 
5 | Vermehrung des formols | = 
Ze | titrierbaren Stickstoffs | 5 2 
ZS ' (in ccm lé INNE EE 2 a 
SI Angewandter Gewebsbrei ae pů 9 FR > ER 
£2 è S 33 | Ke 
BL in 10 ccm | in 10 eem S Sa 
£ 2 proz. 2proz. | K B- 
Tage Caseinlsg. | Peptonlsg. | | 
e om me "eege ng mg ge = 1 Kee = — E Loft D 
4 Darmschleimhaut (Katze) 16,0 — +++ 
ti Lobar (Eeto it ën a 6, 37 +4] + 
A "a "Ee A 5,6 17,6 E E ER 
4 | Milz Greg 4,0 0 VL lc 
4 ` Herz REFERENZ 3,0 SE Äer ei 
4 : Magenschleimhaut (Katze) ... . 5,5 42 ı ++1++ 
4 : Lungen (Katze) . ........ 21 | 4.0 , +- 
4 Nebennieren (Katze) ......., 06 ` LR ż $ ++ 
BT CE 5. 00h 8,0 60 ++ ++ 
EON. > Ae EA E 6,2 8,5: I It 
4 Lungen „ EEE i A 4,9 4,9 Aida ++ 
4 Milz ne | 4,6 6,4 Seel E 
4 . Blutserum (Hund) 4cem. .... k: E 2,3 + + 
3 Rote Blutkörper, gewaschen (Hund), , | 
WR L > > Er re E E | 18 1,7 -= -= 
10 ` Darmschleimhaut, gewaschen (weiße | 
BENDER uge" zeg eh Be ës 7,9 — ++ 
6 | Leber (weiße Ratte) ....... 1,1 67 | + |+ 
6 Nieren , ga EEE Kr 2,6 70. + I+ 
4 Darmschleimhaut (Meerschwein- | 
, chen, neugeboren) ....... 3,3 — ++ 
5 Citrat- Blutplasma (weiblich) etwa | | 
ERIC u a er E E ı 04 | 2 + [4 


Aus den Angaben obiger Tabelle folgt: 

l. Die verschiedenen Organe und Gewebe (Niere, Leber, Milz, 
Magen, Herz, Nebenniere, Blutplasma und -serum) der Säugetiere im 
allgemeinen (Hund, Katze, weiße Mäuse, Meerschweinchen, Pferd, 
Mensch) verursachen bei der Temperatur von 37 bis 40° unter Zufügung 
von Toluol eine solche Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs, daß 
man berechtigt ist, anzunehmen, Casein werde von allen Säugetier- 
geweben verdaut. 

2. Die caseinolytische Wirkung ist am stärksten bei Niere und 
Leber; von mittlerer Stärke bei Milz und Magen, von geringster im 
Blutserum. 

3. Der Darm des neugeborenen, vor der ersten Milchaufnahme 
getöteten Meerschweinchens ist schon imstande, Casein zu verdauen. 


IV. Wirkung der Darmschleimhaut und der Gewebe von Vögeln, 
Amphibien und Reptilien auf Casein. i 


Die Ergebnisse der Untersuchungen über die Einwirkung der 
Darmschleimhaut des Huhnes und der Testudo Graeca nach gründ- 
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licher Spülung und der Gewebe von Sauropsiden und Amphibien 
auf Casein und Pepton sind in folgenden Tabellen ersichtlich : 



























































Tabelle II. 
5 | yasni d. formal, |! 
Ze | titrierb. Stickstoffs 5 | ko 
e (in cem nllONaOH 28: "Oct 
er |. ' ausgedrückt) ‚88'235 
on | Angewandter Gewebsbrei Ek: Zë 
E" | , in 10 cem | in 10 ccm $> 2> 
£ || 2proz. 2proz. || $ 2 
Tage  Caseinlsg.| Peptide 
|! : 
5 ` Darmschleimhaut, ungewaschen (Gallus ` | | | 
ee AE 29 EM 
5 || Dieselbe, kurz gew. (Gallus d. Nr. 1). 0,1 20 — Ep 
8 | Dieselbe (Gallus d Nr. 1} ...... | 2,0 29 | + — 
2 | Dieselbe (Gallus d Nr. 2) ...... 02 | 43 | 4 zb 
3 || Dieselbe (Gallus d. Nr. 2) ...... 6,5 ++: — 
3 || Dieselbe, lange gew. (Gallus d. Nr. 2). | 1,5 7.0 + I++ 
5 || Dieselbe (Gallus d. Nr.2) . .. ... 8 db 
9 | Dieselbe, kurz gew. (Testudo graeca Nr. 1) LA 4,2 + ++ 
9 ` Dieselbe, lange gew. (Test. graeca Nr. 1) 0,5 | 3,7 kr + 
6 | Dieselbe, kurz gew. (Test. graeca Nr. 2) | 0,6 75 | + ' ++ 
6 | Dieselbe, lange gew. (Test. graeca Nr. 2) ` 0,2 55 ı + i+- 
6 | Dieselbe, gewaschen (Seps calcides). .| 06 ` 3,6 | = -= 
6 | Darm im ganzen (Rana t.). ..... ' 16 | 80 | + |+- 
Tabelle TII. 
5 ı Vermehr.d.formol- - 
ER ı titrierb. Stickstoffs || -S = 
2 | Gn cem n/10 NaOH) 2» | Za 
ET | f i H 28 3 = 
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ES | m 10 ccm p in 10 cem | 33 => 
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Tage | erseinig re 
7 Nieren (Gallus d.) ENER E AF 5,2 8,9 i4 + +++ 
7 Debar (Gala KH, a rt 1,9 56 E EA 
3 — Leber (Falcus tinnunculus) . ... 2,8 5,8 | + + 
6 Leber (Testudo graeca) . ...... 0,6 57 + +— 
3 , Milz (Emis europaea) ,,, 0,8 25 | + A 
3 Nieren (Emis europaea). ...... 1.1 6,0 + l+ + 
9 Leber (Emis europaea) . ...... 2,0 7,4 + -+-+ 
3 ' Lunge (Emis europaea). . ..... 0,6 20 | + + 
4 Hoden (Bufo vulgaris) ....... 2,0 3,1 | e 
5 i Hoden (Bufo vulgaris) (basische Reak- | | 
| on DM NaOH) . 25% 8.0 ' 02 2,8 =) — 
5 | Leber (Bufo vulgaris) (basische Reak- | | | 
tion 0,1% NaOH) ........ IE ee 
5 |, Herz (Bufo vulgaris) (basische Reak- | | 
> ` Gen . NEOH) oeni a a 0,0 0.1 ` Zb 
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Aus den Angaben obiger Tabellen folgt: 

l. Die Darmschleimhaut der Sauropsiden (gallus domesticus und 
testudo graeca) verursacht bei Temperatur von 37 bis 40°, unter Zu- 
fügung von Toluol, eine solche Zunahme des formoltitrierbaren Stick- 
stoffs, daß die Schlußfolgerung berechtigt ist, die Darmschleimhaut 
obiger Tiere verdaue Casein. 

2. Dieses caseinolytische Vermögen verliert an Stärke, wenn das 
Spülen der Schleimhaut zu lange fortgesetzt wird, und gleichzeitig 
verringert sich die peptolytische Kraft. 

3. Durch Niere, Leber, Milz, Testikeln von emys europaea, Gallus 
domesticus, Bufo vulgaris, Testudo graeca wird bei Einwirkung auf 
Casein eine Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs verursacht, wenn 
die Reaktion amphoter oder sehr schwach basisch gegenüber Azolitmin 
ist, nicht aber, wenn die Reaktion stark alkalisch ist (0,2%, NaOH). 


V. Wirkung des Darmsaltes auf verschiedene Proteinstoffe. 

Über die Frage der Verdaulichkeit der genuinen Proteinstoffe 
durch Magensaft sind die Ansichten der Forscher geteilt. Einige 
nehmen an, daß außer Casein, Protaminen und Histonen auch Fibrin 
und andere Proteinstoffe verdaut werden können. 

Diese Frage zu entscheiden, schien mir sehr wichtig, und ich 
habe aus diesem Grunde folgende Untersuchungen ausgeführt. 

Da ich vermutete, daß die Forscher, welche positive Ergebnisse 
ianden, ungekochtes Fibrin angewandt und deshalb die Einwirkung 
autolytischer Fermente nicht vermieden hatten, benutzte ich in 
einigen Versuchen gekochtes und in anderen ungekochtes Ochsenfibrin. 
Der Darmsaft wurde von einem einige Monate vorher mit Vellafistel 
versehenen Hunde genommen. Zur Gewinnung des Darmsaftes führte 
ich hrpertonische Lösungen verschiedener Substanzen in die Darm- 
schlinge ein. Bei dieser und anderen Untersuchungen habe ich fest- 
gestellt, daß nicht nur Seifen und Fettsäuren. wie schon bekannt, 
sondern auch verschiedene andere Verdauungssubstanzen (z. B. 
Glycerin) und auch mit der Verdauung nicht in Verbindung stehende 
Substanzen (z. B. Harnstoff, Natriumchlorid, Magnesiumchlorid) die 
Darmschleimhautdrüsen zur Sekretion anregen. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen über die Einwirkung des 
Darmsaftes auf die verschiedenen Proteinstoffe (gekochtes und un- 
gekochtes Fibrin, Eieralbumin, Gliadin, Zein, Phaseolin, Klupein- 
sulfat, Casein nach Hammarsten) sind aus Tabelle IV ersichtlich. 

Für jede Analyse ließ ich 2ccem Darmsaft unter Zusatz von 
Toluol im Thermostaten (37 bis 40°C) auf das betreffende Protein in 
ldeem physiologischer Kochsalzlösung einwirken. Die Anzahl der 
zur Formoltitrierung bei Anwerdung von Darmsaft nötigen Kubik- 
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zentimeter n/10 NaOH wurde jedesmal von der Anzahl Kubikzenti- 
meter n/lO NaOH abgezogen, die zur Formoltitrierung des Digestes 
von Proteinstoff plus Darmsaft nötig war. 




















' Tabelle IV. 
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KS SE EE 0,2 1,9 79 ` 6,0 -= -+ 


Aus den Angaben der obigen Tabelle folgt : 

l. Bei Einwirkung des Darmsaftes auf Gliadin, Zein, Eieralbumin, 
Phaseolin entsteht keine oder eine so geringe Vermehrung des formol- 
titrierbaren Stickstoffs, daß dieselbe den Mängeln des Verfahrens 
zuzuschreiben ist und nicht dazu berechtigt, auf eine Verdauungs- 
wirkung des Darmsaftes auf diese Proteinstoffe zu schließen. 

2. Durch Einwirkung des Darmsaftes auf gekochtes Ochsenfibrin 
entsteht keine Vermehrung des formoltitrierbaren Stickstoffs ; nicht 
gekochtes Ochsenfibrin weist jedoch nach Verweilen im Thermostaten 
nach Zufügung von Toluol und ohne Zusatz von Darmsaft eine be- 
merkenswerte Vermehrung des formoltitrierbaren Stickstoffs auf. 
Diese wird noch größer, wenn man dem Fibrin Darmsaft beifügt. 
Dies beweist, daß eine Selbstverdauung des Fibrins vorliegt, und zwar 
durch die Wirkung der autolytischen Fermente, die sich im Fibrin 
selbst befinden, ferner, daß Fibrin nicht von Erepsin verdaut wird 
und daß Darmsaft nicht auf Fibrin selbst, sondern auf die Produkte 
der Selbstverdauung des Fibrins (Fibrinpeptone ?) einwirkt. 
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VI. Allgemeine Schlußfolgerungen. 

l. Eine caseinolytische Wirkung besitzen alle Gewebe des Säugetier- 
organismus (Hund, Katze, weiße Mäuse, Meerschweinchen). Im all- 
gemeinen besteht eine gewisse Übereinstimmung zwischen caseinoly- 
tischer und peptolytischer Wirkung in dem Sinne, daß einige Organe 
(Leber, Niere) die stärkste und das Blut (Blutserum und Blutplasma) 
die geringste Wirkung aufweisen. 

2. Eine caseinolylische Wirkung besitzt auch die Darmschleimhaut 
der Vögel, Reptilien und Amphibien. Durch ein zu lange Zeit fort- 
gesetztes Spülen der Darmschleimhaut wird sie vermindert, und 
gleichzeitig verringert sich auch die peptolytische Kraft. 

3. Auch in den anderen Geweben der Sauropsiden ist die caseino- 
Iytische Wirkung vorhanden. Bei den Kaltblütern (Reptilien, Amphi- 
bien) und bei den Vögeln ist sie jedoch weniger ausgeprägt als bei 
den Warmblütern. 

4. Der Darmsaft des Hundes (aus einer Vella-Dünndarmfistel) 
und die Darmschleimhaut des Huhnes verdauen Casein und Protamın, 
nicht aber andere Eiweißkörper wie Ochsenalbumin, Zein, Gliadin, 
Phaseolin; Fibrin (gekochtes) wird auch nicht vom Darmsaft verdaut. 

Sämtliche oben angegebenen Ergebnisse beweisen, daß die vom 
Darmsaft herbeigeführte Verdauung des Caseins nicht von einem für 
Casein spezifischen und nur im Säugelierdarm vorhandenen proteo- 
lytischen Ferment betätigt wird, sondern von demselben Enzym, 
das Pepton verdaut (Erepsin) und welches in allen Geweben vor- 
handen ist. Die Fähigkeit des Erepsins, Casein zu verdauen, ist hier 
somit sicher bewiesen und besonderen Eigenarten im Aufbau des 
Caseinmoleküls (welche wahrscheinlich den Protaminen und Peptonen, 
nicht aber den anderen Proteinen gemeinsam sind) zuzuschreiben. 
Bei dem heutigen Stande unserer Kenntnisse ist es aber nicht mög- 
lich, genau anzugeben, welche diese Charakteristika sind, d.h. ob 
dieselben mehr von der Qualität der beteiligten Aminosäuren oder 
von der Art, in welcher die Aminosäuren untereinander verbunden 
sind, abhängen. 

Vom teleologischen sowohl als vom praktischen Standpunkte aus 
ist jedenfalls hervorzuheben, daß Casein, das charakteristische Er- 
nährungsprotein der ersten Lebensperiode der Säugetiere, infolge des 
besonderen Aufbaues seines Moleküls und nicht infolge sekundär 
erfolgender enzymatischer Anpassung des Dünndarmes an die Milch- 
ernährung direkt vom Darmsaft (ohne vorherige Wirkung des Magen- 
pepsins und des pankreatischen Trypsins) verdaut werden kann. In 
dieser Hinsicht ist Casein ` als das leichtverdaulichste uns bisher be- 
kannte Ernährungsprotein zu betrachten. 


Über die Erregbarkeit 
des Atemzentrums beim Menschen und deren Chemismus. 


Von 
Hermann Bernhardt. 


(Aus der I. medizinischen Universitätsklinik der Charité zu Berlin.) 
(Eingegangen am 19. Dezember 1922.) 


Um sich in Kenntnis der Erregbarkeit des Atemzentrums beim 
Menschen zu setzen, hat A. Loewy 1890 (27) die von Cohnstein und Zuntz (5) 
angegebene Methode auf den Menschen angewendet. Sie besteht darin, 
daß man in dem physiologischen System, in dem Reiz und Reizbarkeit 
variable Faktoren sind, den einen (den Reiz) quantitativ bestimmbar 
vergrößert und aus der Wirkung, die man feststellt, auf den anderen 
Faktor (die Reizbarkeit) Schlüsse zieht. Als solcher leicht bemeßbarer 
und anwendbarer Reiz steht die Kohlensäure zur Verfügung, die inner- 
halb mäßiger Konzentrationen angewendet, wie A. Loewy gezeigt: hat, 
nur einen Reiz für das Atemzentrum bildet, seine Erregbarkeit nicht 
ändert. Loewy ging seinerzeit so vor, daß ‚‚die Versuchsperson bei 
möglichstem Ausschluß aller etwa auf die Atmung Einfluß habenden 
Reize an der Gasuhr atmet, die Atemgröße pro Minute bestimmt, 
eine Durchschnittsprobe der Exspirationsluft entnommen, auf CO, 
analysiert und so festgestellt wird, welcher prozentische CO,-Gehalt 
der exspirierten Luft dem gefundenen Atemvolumen entspricht. Nun 
wird Kohlensäure der Inspirationsluft beigemengt, zuerst in geringerer, 
dann mehrfach in steigender Quantität, und der jedesmal bewirkte 
Zuwachs an Atemvolumen zugleich mit dem zugehörigen Prozentgehalt 
der Exspirationsluft an CO, notiert. Wir bekommen so eine Reihe 
von zusammenhängenden Werten, die gewissermaßen Normalwerte 
darstellen und zum Vergleich mit Werten dienen können, die wir nach 
gleichem Prinzip unter gewissen, die Atmung beeinflussenden, experi- 
mentell gesetzten Bedingungen erhalten.“ Die Resultate seiner Versuche 
faßte Loewy dahin zusammen, ‚‚daß die Erregbarkeit des respiratorischen 
Zentrums eine auffallend konstante Größe darstelle; sie war die gleiche 
bei einer Anzahl nach Älter und Körperbeschaffenheit höchst ver- 
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schiedener Individuen, die gleiche (mit einer Ausnahme) in zu ver- 
schiedener Zeit bei demselben Individuum angestellten Versuchen, 
sie fand sich gar nicht oder nur wenig geändert unter der Einwirkung 
einer Reihe von den Atmungsprozeß erheblich beeinflussenden Momenten. 

Diese Ergebnisse haben lange Zeit hindurch allgemein Anerkennung 
gefunden, in Deutschland steht noch heute ein großer Teil der Autoren 
auf diesem Standpunkt. 1911 hat Lindhard (26) mit fast der gleichen 
Methode die Versuche wiederholt. In zwei Punkten hat er die Methode 
verbessert; er stellt die alveolare CO,-Spannung fest und stellt dieser 
die alveolare Ventilation gegenüber und schaltet dadurch die Änderung 
der Atemfrequenz und die ‚„Durchschnittsprobe der Exspirationsluft‘ 
als Fehlerquellen aus. [Die Berechnung der alveolaren Ventilation 
ist sehr leicht: Ist a das Minutenatmungsvolumen und f die Minuten- 
frequenz, so ist die alveolare Ventilation = (a — f.140 ccm), wobei 
140 ccm das Maß für den schädlichen Raum darstellt.] 

Lindhard kommt zu folgendem Ergebnis: 

l. Carbon dioxide is the adequate stimulus for the respiratory centre, 
a pointed out by Haldane and his co-workers. 

2. The excitability of the respiratory centre towards the adequate 
stimulus is governed by the oxygen tension present. 

3. Besides being governed by the oxygen tension, the excitability of 
the centre is influenced by a number of different physico-chemical factors. 

4. The excitability of the respiratory centre has for different individuals 
quite a different value. ` 

Beim näheren Studium der Arbeit, die von vielen Autoren, besonders 
von Porges (34) sehr scharf angegriffen wurde, sieht man, daß die Ver- 
suchsergebnisse Lindhards keinen vollen Wert beanspruchen können. 
Vor allem übersieht er ganz die Wichtigkeit der Ausschaltung aller 
etwa auf die Atmung Einfluß habenden Reize. Mitten aus der Arbeit 
nimmt er die Versuchsperson zur Untersuchung. Er ist sich dieses 
Fehlers allerdings bewußt und will deshalb nur die Werte bei Einatmung 
hoher CO,-Gemische gelten lassen, wo, wie er schreibt: ‚the increase 
in the stimulus (d. i. CO,) surmounts the sum of the accidental factors“. 
Doch ist klar, daß auch bei diesen Werten der Einfluß anderer Reize 
noch fühlbar sein muß, und besonders muß man bedenken, daß bei 
Einatmung hoher CO,-Gemische Verhältnisse entstehen, die wir noch 
gar nicht beherrschen; es ist da möglich, daß Erregbarkeitsänderungen 
auftreten, weshalb Loewy stets vor hohen CO,-Gemischen gewarnt 
hat. Auch spielt das subjektive Dyspnoegefühl mit herein und vermehrt 
die Fehlerquellen. Außerdem ist die Methode Lindhards zur Gewinnung 
der Alveolarluft, besonders bei hoher Atemfrequenz, so schwierig zu hand- 
haben, daß man an der Richtigkeit seiner Werte gezweifelt hat [besonders 
Douglas (7)]. Lindhard stützt sich zudem bei seinen Untersuchungen auf 
nur drei Versuchspersonen und erhält bei ein und derselben Person 
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so verschiedene Werte, daß man mit Sicherheit Fehlerquellen annehmen 
muß. Bei meinen Untersuchungen habe ich mich genau an die von 
Loewy aufgestellten Grundsätze des Cohnstein-Zuntzschen Verfahrens 
gehalten, habe aber die von Lindhard eingeführte Verbesserung, d. h. die 
Bestimmung der alveolaren CO,-Spannung und der alveolaren 
Ventilationsgröße, übernommen. 


Um sich in Kenntnis der alveolaren CO,-Spannung zu setzen, steht 
eine große Zahl von Methoden zur Verfügung: 

A. Die berechnenden Methoden [z. B. nach Loewy und Bohr (4)]: 
Sie kamen für mich nicht in Betracht. 

B. Die Methoden, bei denen die Alveolarluft selbst gewonnen wird: 
Man muß hier die Methoden zur Messung der Gasspannungen in den respi- 
rierenden Alveolen, entsprechend den Gasspannungen im arteriellen Blute, 
scheiden von den Methoden, die die Gasspannungen in den aus der Luft- 
atmung ausgeschalteten Alveolen, entsprechend den Gasspannungen im 
Venenblute, bestimmen. 


I. Arterielle Gasspannungen: 


a) Bestimmung nach Haldane-Priestley (11): Ausatmen in das Mund- 
stück eines langen Schlauches, und zwar entweder sofort nach vollzogener 
Inspiration (auf der Höhe der Inspiration“): Haldane-In, oder am Schluß 
der Exspiration: Haldane-Ex. Beide Werte sind nicht gleich. Haldane-Ex 
gibt die höheren Werte. 

b) Bestimmung nach Lindhard (21) (Probe der allerletzten Exspirations- 
luft bei ruhiger Atmung). Diese Methode will die Mängel der Haldane- 
Methode, besonders die Störung des Atemrhythmus meiden; am Ende 
jeder Exspiration wird hinter dem Exspirationsventil rasch etwas Alveolar- 
luft seitlich abgezogen; dies muß mehrmals geschehen, bis das Sammel- 
rohr gefüllt ist. 

c) Bestimmung nach W. Trendelenburg (50): Es sind besonders die 
Ventile, denen Trendelenburg genaueste Beachtung schenkt; er gibt sehr ver- 
schiedene Ventile für Mund und Nase an, immer mit möglichst geringem 
schädlichen Raum. Zusatzausatmungen am Ende der Exspiration, öfters 
wiederholt, dienen dazu, den Behälter zu füllen; die Atmung wird dabei 
wenig gestört. 

d) Die große Menge der Verfahren, die sich nur durch kleinere Ände- 
rungen von den Hauptverfahren unterscheiden; ich führe nur die Autoren 
an: Änderung der Haldaneschen Methode: 


L Y. Henderson and Russels (17) Modifikation. 
2. Verfahren von M. Yamada (52). 

3. Methode nach L. S. Fridericia (9). 

4. Methode nach P. Supersaxo (48). 


II. Venöse Gasspannungen: 
a) Bestimmung nach Loewy und Schrötter (30): Diese Methode ist im 
allgemeinen nur im Tierexperiment verwendbar. 


b) Bestimmung nach Plesch (33): Plesch unterscheidet, wie bekannt, 
zwei Verfahren: die ‚„Finsackmethode‘“ und die ‚„Zweisackmethode“. 


x 
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Eigene Methode. 


Von mir wurde auf den Rat von Professor A. Loewy — im Anschluß 
an das Haldane-Priestley-Verfahren — die Alveolarluft derart gewonnen, 
daß die Versuchsperson ruhig an der Gasuhr atmete und auf eine Auf- 
forderung hin nach ruhiger Inspiration tief und mäßig schnell, aber 
kräftig exspirierte. Von den letzten Teilen dieser tiefen Exspiration wurde 
eine Probe entnommen. 

Im ganzen verläuft der Versuch folgendermaßen: Grundsätzlich 
bleibt die Versuchsperson nüchtern, ihr Nacktgewicht wird vor der Unter- 
suchung festgestellt. Um ihr die Angst zu nehmen, wird ihr meist am Vortage 
die Sache kurz erklärt. 

Zunächst muß die Versuchsperson mindestens 1%, Stunde auf dem 
Ruhebett des Untersuchungszimmers still liegen. Während des Versuchs 
bin ich stets allein und vermeide alles peinlich, was Aufregung verursachen 
könnte. Nach Feststellung der Pulszahl und Atemfrequenz beobachte ich, 
wie tief die Person atmet. So kann ich dann bei der Atmung mit den Ventilen 
ganz gut beurteilen, ob die Person wieder ebenso ruhig atmet als vorher. 
Nach Notierung von Barometerstand und Zimmertemperatur — diese 
wurde stets auf 20 bis 21,50 C gehalten — setze ich den Apparat zusammen. 
Es ist die gleiche Anordnung von Mundstück und den beiden Ventilen, wie 
man sie bei den Untersuchungen mit dem Zuntz-Geppertschen Apparate (10) 
gebraucht. Nur wird zwischen Mundstück und Exspirationsventil ein 
kurzes Rohr mit seitlichem Abgangsröhrchen (von etwa 4 bis 5 mm Durch- 
messer) eingeschaltet. An diesem Röhrchen wird mittels Gummizwischen- 
stück ein etwa 50 bis 100 ccm fassendes Gassammelrohr angeschlossen, 
das zu Beginn des Versuchs mit angesäuertem Wasser gefüllt wird, das bis 
dicht an das Hauptrohr heraufsteht. An seinem anderen Ende steht das. 
Sammelrohr wieder durch Gummizwischenstück mit einem Gummischlauch 
und einer halb gefüllten Glaskugel in Verbindung. Zum Füllen des Gas- 
sammelrohrs mit Wasser wird sie gehoben, dann wird am oberen Gummi- 
zwischenstück mit einer Klemme abgeschlossen. Die Glaskugel wird nun 
gesenkt, und wenn man jetzt die Klemme öffnet, so fließt das Wasser 
schnell wieder zur Glaskugel hinab und aus dem Mundstückzwischenventil- 
raum wird Luft aspiriertt. Wenn man dies im letzten: Teil der tiefen 
Exspiration tut, so aspiriert man Teile der letzten Ausatmungsluft. Ist das 
Sammelrohr gefüllt, so schließt man die Klemme wieder, klemmt auch am 
unteren Gummizwischenstück ab und löst die Gummistücke oben und 
unten von den Nachbarröhrchen. Das auf diese Weise beiderseits ver- 
schlossene Sammelrohr wird sofort unter schwach sauer reagierendes Wasser 
von etwa 18° Temperatur gebracht. Dann wird ein nächstes Rohr in der- 
selben Weise eingeschaltet, durch Heben der Glaskugel mit Wasser BEIN 
und der Apparat ist wieder bereit. 

Nach Zusammenstellung des Apparats instruiere ich die Person noch- 
mals kurz, dann bekommt sie das Mundstück in den Mund (Prüfung, daß 
es gut schließt) und die Nase wird verschlossen. Nun muß man die ruhige 
gleichmäßige Atmung abwarten, was bei manchen recht lange dauert; 
erst dann kann man die Alveolenluftprobe entnehmen. Protokolliert werden 
Atemvolumen (alle LG Minute), Atemfrequenz, Pulszahl. Fast immer ent- 
nehme ich nach kurzer Pause nochmals Alveolenluft bei Atmung gewöhn- 
licher Luft, ehe ich die Kohlensäure durch ein fein ausgezogenes Rohr in 
das Inspirationsventil in gleichmäßigem Strome einleite. Die Einleitung 
geschieht erst, wenn sich die Atmung wieder beruhigt hat (von den vor- 
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angegangenen tiefen Exspirationen). Man muß stets erst unter Wasser 
die Stärke der CO,-Einleitung prüfen, um Gefahren zu meiden und um 
in den nächsten Proben zu einer richtigen Steigerung zu gelangen. Die 
CO,-Einleitung kann meist unbemerkt bewerkstelligt werden, zumal viele 
Patienten die Augen schließen. Jetzt wird, um die Art und Weise des 
Anstiegs genauer zu erkennen, das Atemvolumen alle !/, Minute abgelesen. 
Die Atmung unter CO,-Einwirkung ist eine Zwangsatmung, sie stellt sich 
nach dem Anstieg in ein Gleichgewicht ein und verharrt da. Die Entnahme 
der Alveolarluft ist dieselbe wie bei ruhiger Atmung; Puls und Atemfrequenz 
werden ebenfalls notiert. Nun folgen noch zwei Proben mit höherer CO,- 
Einstellung. Zwischen ihnen werden kurze Pausen gemacht, zuletzt ent- 
nehme ich meist noch einmal bei ruhiger Atmung am Apparat eine Probe 
Alveolenluft. Nach Beendigung der Untersuchung werden Barometerstand 
und Zimmertemperatur noch einmal abgelesen. 

Meist werden die Atemluftproben gleich anschließend untersucht; 
ist es nicht möglich, so bleiben die von Sperrflüssigkeit ganz freien Sammel- 
röhrchen bis zur Analyse unter Wasser versenkt. 

Die ganze Untersuchungsreihe habe ich mit dem gleichen Instrumen- 
tarium in ganz der gleichen Art und Weise durchgeführt, so daß ein Ver- 
gleich aller Versuchsergebnisse wohl statthaft ist. Irgendwie unklare 
Ergebnisse wurden zurückgestellt und die Betreffenden nochmals unter- 
sucht. Schädigungen auch geringer Art habe ich bei den Patienten nicht 
beobachtet, nur eine mit Lungentuberkulose behaftete Zuckerkranke 
hatte ein paar böse Hustentage danach. j 

Die CO,-Luftgemischatmung bringt bis auf seltene Ausnahmen regel- 
mäßig ein gewisses Hitzegefühl im ganzen Körper mit sich, das allerdings 
sehr verschieden stark ist. Sodann wird sehr. oft geschildert, daß „das 
Atmen schwerer gehe“ oder ‚als wäre ein Hindernis“. Sehr viel seltener 
ist ein Druck im Hinterkopf oder ein Gefühl von Kälte im Nacken. 
Alle diese Symptome verschwinden nach sehr kurzer Zeit wieder; dagegen 
bleibt in einigen Fällen für etwa eine Stunde ein Gefühl des Taumels, 
wie etwa bei leichtem Rausche, zurück. Im ganzen bin ich mit der 
CO,-Einleitung sehr vorsichtig vorgegangen; Werte des Minutenvolumens 
von über 15 Litern, die in der Arbeit von A. Loewy sehr häufig vor- 
kommen, habe ich nur selten gehabt. Subjektive Atemnot wurde bis 
auf einen Fall (schwere Herzkranke) nie erzeugt. 

Kritik der Methode: Es sind drei Ziele bei meiner Versuchsanordnung 
vorhanden: 

Die Feststellung des Atemvolumens und der Frequenz mittels der 
Gasuhr, die Gewinnung der Alveolarluft und die Veränderung der In- 
spirationsluft durch Beimengung von Kohlensäure. 

Punkt 1 und 3 sind einwandfrei gelöst, der von mir benutzte Zunz- 
Geppertsche Apparat arbeitet so leicht, daß man kaum einen Widerstand 
empfindet, selbst wenn man darauf achtet. Aber auch die Gewinnung 
der Alveolarluft kann als völlig zureichend angesehen werden; Vergleiche 
mit der Haldaneschen Methode ergaben fast immer gleiche Werte, in einigen 
Fällen lagen meine Werte etwas tiefer, wofür wohl der größere schädliche 
Raum verantwortlich gemacht werden muß und Wirbelbewegungen, die 
da entstehen können. Die Zusatzatmung (nach W. Trendelenburg) bewährte 
sich auch ganz gut, die Werte lagen meist noch etwas tiefer als bei meiner 
Methode, dazu besteht der Nachteil, daß man die Versuchsperson der 
CO,-Luftgemischatmung unnötig lange aussetzen muß. Die Pleschsche 
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Methode kommt, da sie die venöse Gasspannung angibt, nicht in Betracht, - 
denn viele Untersuchungen haben gezeigt, daß die Gasspannungen im 
Venenblute die feineren Schwankungen nicht oder doch verspätet und grob 
mitmachen. 


Zur Technik der Versuche sind noch einige Einzelheiten anzuführen: 
Mundstück und Ventile werden durch Aufhängevorrichtung getragen, 
so daß sie keinen Druck oder Zug ausüben. Mundatmung muß gewählt 
werden trotz der zuweilen auftretenden Schwierigkeiten, da die großen 
Minutenatemvolumina bei Nasenatmung von vielen Personen nicht geleistet 
werden können. Die angewendeten Ventile entsprechen den von Speck (45) 
angegebenen und von der Zunizschen Schule stets benutzten ‚Darm- 
ventilen“, nur daß an Stelle von Därmen feiner Condomgummi verwendet 
wird; diese Ventile arbeiten schnell und fast widerstandslos und: schließen 
dabei völlig luftdicht ab. L. Schall (41), deru. a. auch die einzelnen Ventilarten 
kritisch gegeneinander abwägt, führt das so abgeänderte Specksche Ventil 
unter den am leichtesten arbeitenden an; im übrigen hält er die möglichste 
Kleinheit des schädlichen Raumes bei einem Ventil für besonders wichtig, 
worauf ich auch geachtet habe. — Was die Absaugestelle anbetrifft, so ist 
ein großer Teil der Forscher der Meinung, daß es sicherer ist, sie jenseits 
des Exspiretionsventils anzubringen; meiner Ansicht nach kann man 
diesseits des Ventils, allerdings in dem Teil des schädlichen Raumes, den 
die Exspirationsluft unbedingt passieren muß, genau so cher absaugen. 
Das Entscheidende ist das Verhältnis des beim Absaugen zustande gebrachten 
negativen Druckes zur Höhe des positiven Ausatmungsdrucks. Benutzt 
man — wie ich — die starke Ausatmung nach Haldane-Priestley, so ist 
ein so hoher Ausatmungsdruck vorhanden, daß man ruhig ziemlich stark 
absaugen kann, ehe dieser Druck überwunden und das Inspirationsventil 
geöffnet wird. Gegen diese Möglichkeit hilft das Absaugen jenseits des 
Exspirationsventils auch nicht. Solange aber das Inspirationsventil fest 
geschlossen ist, beherrscht die Exspirationsluft die Bewegung auch im 
schädlichen Raum, so daß Mischluft, die sich in dem nach dem Inspirations- 
ventile zu liegenden Teile etwa noch gehalten hat, keine Rolle spielen kann. 


Versuchsergebnisse: 


Untersucht wurden insgesamt über 70 Personen; der Versuch 
wurde meist früh 348 Uhr begonnen, täglich wurde in der Regel nur 
eine Versuchsreihe durchgeführt. Bei Berechnung des Ventilations- 
volumens und der CO,-Spannung in den Alveolen wurden der Barometer- 
stand, die Temperatur und die Wasserdampfspannung berücksichtigt, 
die Berechnung der alveolaren Ventilation habe ich schon erwähnt, 
der schädliche Raum wurde dabei als konstant angenommen. Der 
Begriff ‚‚Ventilationsquotient‘‘ als das Verhältnis von alveolarer Venti- 
lation pro Minute zur alveolaren CO,-Spannung in Millimetern Hg 
wurde nicht eingeführt, da der Begriff schon von vielen Forschern im 
Sinne des Quotienten: Respirationsluft /mittlerer Luftgehalt der Lunge 
verwendet wird, wofür Tigerstedt (49) allerdings den Namen „Ventilations- 
größe“ angibt. Die prozentuale Steigerung könnte man wie Lindhard (26) 
festlegen, der die „Grundwerte“ in Ventilation und Spannung mit 100 
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bezeichnet, doch eignet sich dieses Verfahren nicht für die Betrachtung 
der pathologischen Fälle. Es werden die Grundwerte zu sehr betont, 
und wir wissen ja, daß sie von den verschiedensten Umständen abhängen, 
der Einfluß der Erregbarkeit des Atemzentrums auf sie aber sicher 
gering ist. Deshalb ist es besser, die Ventilationserhöhung selbst, bei 
einer bestimmten CO,-Spannungszunahme, in den Vordergrund zu 
stellen; d. h. wenn man die Versuche graphisch fixieren will, muß man 
auf der einen Achse (Abszisse) die alveolare Ventilation in ihrem 
wirklichen Werte, auf der anderen (Ordinate) in gleicher Weise die 
CO,-Spannungen eintragen. Je flacher eine Kurve verläuft, d. h. je 
größere Ventilationszunahnıen auf eine bestimmte CO,-Spannungs- 
zunahme kommen, desto reizbarer ist das Atemzentrum. Diese Art, 
die die Grundwerte selbst nicht mit hereinbezieht, ist von vielen Autoren 
angewendet worden, so besonders von A. Loewy. Ob es richtig ist, 
auch ganz große Unterschiede der Grundwerte ganz zu vernachlässigen, 
sei dahingestellt; doch ist der Einfluß auf die Feststellung der Erregbar- 
keit des Atemzentrums sicher auch in solchen Fällen nur sehr gering. 
Man braucht aber gar keine Kurven, viel einfacher ist es, die Steigerung 
der alveolaren Ventilation bei Anwachsen der CO,-Spannung in den 
Alveolen um Imm Hg festzustellen und alsVergleichsgröße zu verwenden. 
Diesen Weg haben schon Zuntz und v. Schrötter eingeschlagen, und auch 
Hasselbalch (13) hat beiden Berechnungenin ‚Ein Beitragzur Respirations- 
physiologie der Gravidität‘ diese Art benutzt. Man erhält dann als 
Maß der Erregbarkeit des Atemzentrums den Quotienten (v' — oi — t), 
wobei v die alveolare Ventilation vor Einleitung von CO,, v’ nach Ein- 
leitung von CO, ist; € und € sind die entsprechenden Spannungen, in 
Millimetern Hg ausgedrückt. Man erkennt leicht, daß dieser Quotient ein- 
maldem cotgdes Steigungswinkelsder Kurveentspricht, zumanderen aber 
weiter nichts bedeutet als die Literzunahme an alveolarer Ventilation 
bei Anwachsen der CO,-Spannung um l mm Hg. Man könnte den 
Quotienten wohl ‚‚respiratorischer Reizbarkeitsquotient für CO,“ 
nennen. Diesen Quotienten habe ich in allen Fällen berechnet, er 
ersetzt die Zeichnung der Kurven völlig. 


Von den allgemeinen Versuchsergebnissen ist anzuführen: Alle Versuchs- 
personen beantworteten die Zuleitung der CO, mit einer Erhöhung der 
alveolaren Ventilation, die in der Hauptsache auf einer Vertiefung der 
Atemzüge beruht, die Atemfrequenz verhält sich, genau betrachtet, aber 
doch verschieden. Bei der Mehrzahl der Versuchspersonen bleibt sie gleich 
oder steigt höchstens um zwei Atemzüge. In einem kleinen Teile der Fälle 
steigt sio etwas stärker (um 3 bis 5 Atemzüge). Nur einmal sah ich noch 
höheres Ansteigen. Dagegen habe ich bei einem Teil der Basedowkranken 
gefunden, daß die Frequenz unter der CO,-Luftgemischatmung deutlich 
etwas sank, auch sonst sah ich es in einem Falle. Alle diese Angaben ver- 
stehen sich bis zu einer alveolaren CO,-Spannung von etwa 53 mm Hg, 
die nur selten überschritten wurde. 
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Der Puls blieb im ersten Teil der Untersuchung fast stets gleich. Bei 
stärkerer CO,-Zufuhr machte sich ein leichtes Abnehmen der Frequenz 
bemerkbar, das bei dem einen Teile anhielt, bei dem anderen bald durch 
ein Zunehmen der Pulszahl abgelöst wurde. 

Im ersten Teil meiner Untersuchungen habe ich normale Versuchs- 
personen und Kranke mit innersekretorischen Störungen der Prüfung 
auf die Reizbarkeit des Atemzentrums unterworfen. Es standen mir 
Fälle von Basedow, Myxödem, Hypogenitalismus, Infantilismus, 
Adipositas, Dystrophia adiposogenitalis zur Verfügung. 

Es zeigten sich große Unterschiede. Bei den Basedowkranken 
genügte geringe Zuleitung von CO,, um starke Erhöhung der alveolaren 
Ventilation zu erreichen; bei den Myxödemkranken dagegen mußte 
man viel größere Mengen von CO, zuführen, die normalen Versuchs- 
personen ergaben Werte, die dazwischen lagen. Dabei ist auch das Ein- 
stellen auf die neue, erhöhte Ventilation verschieden. Bei den Basedow- 
kranken erreicht die Ventilation ihren höchsten Stand schon, nachdem 
erst 16 bis 20 Liter der CO,-haltigen Einatmungsluft inspiriert sind 
(d.h. nach etwa 2 bis 21, Minuten), bei den Myxödemkranken steigt 
die Ventilation viel langsamer an, oft zuerst um eine Kleinigkeit höher 
an, als sie sich schließlich einstellt. 


Wie die Versuchsprotokolle zeigen, ergeben sich für den Reizbarkeits- 
quotienten bei den Basedowkranken Werte, die um und über 1 liegen. 
(Außer Herrn Ru. und Herrn Bo. waren die Patienten keineswegs 
schwere Basedowfälle, vielmehr durch die Behandlung schon gebessert.) 
Die Myxödemfälle und die in gewissem Sinne verwandten endokrinen 
Fälle (Hypogenitalismus usw.) zeigen einen Quotienten von 0,2 bis 
0,4; das Myxödem hat dabei die niedrigsten Werte. Bei den Myxödem- 
kranken konnte in einigen Fällen die Wirkung lang dauernder Thyreoidin- 
medikation, die klinisch ganz klarliegende Besserung gebracht hatte, 
durch eine deutliche Erhöhung der Reizbarkeit des Atemzentrums 
demonstriert werden. Doch trat bei Aussetzen der Behandlung ziemlich 
rasch wieder Verschlechterung ein. Bei einem Basedowfall (s. Protokoll) 
habe ich nach dem Versuche 0,02 Morph. hydrochl. subkutan gegeben ; 
es zeigte sich bei der 20 Minuten später wiederholten Prüfung deutlich 
das Absinken der Erregbarkeit; der Quotient fiel von etwa 1,05 auf 
etwa 0,45. 

Nach der Feststellung dieser Unterschiede in der Erregbarkeit 
des Atemzentrums bei den endokrinen Erkrankungen ergab sich die 
Frage, ob normale Versuchspersonen oder andere pathologische Fälle 
gleiche Werte zeigen können. Die normalen Versuchspersonen, die 
meist poliklinische Patienten oder Rekonvaleszenten waren, haben in 
allen Fällen Quotientenwerte ergeben, die zwischen 0,4 und 0,9 lagen 
(meist dem oberen Werte näher), d. h. bei normalen Versuchspersonen 
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nimmt die alveolare Ventilation bei Steigerung der alveolaren CO,- 
Spannung um 1 mm Hg um 0,4 bis 0,9 Liter zu. Dabei kann man sehr 
oft beobachten, daß der Wert nach der Seite zu liegt, nach der die 
ganze „endokrine Einstellung“ der Person neigt, so bekam ich z. B. bei 
meinem Bruder, der sich mir bei einigen Versuchsreihen in lieber Weise 
als Versuchsperson zur Verfügung stellte, den Mittelwert 0,86, also 
einen ziemlich hohen Wert, und tatsächlich ist es mir schon immer 
bekannt, daß bei ihm einige hyperthyreoide Symptome leicht an- 
gedeutet sind. | 

Der zweite Teil der Arbeit galt der Nachforschung, ob andere 
pathologische Zustände auch solche Änderungen der Reizbarkeit mit 
sich bringen. 


Da kamen besonders diejenigen Fälle in Betracht, bei denen die bis- 
herigen Untersuchungen eine herabgesetzte CO,-Spannung in den Alveolen 
ergeben haben [erforscht u. a. besonders durch Porges (24, 35, 36) und seine 
Mitarbeiter durch Bestimmungen der Venenblutgasspannungen nach Plesch]. 
Die Angabe Lindhards (26): „That the excitability of the respiratory centre is 
governed by the oxygen tension present‘‘ konnte aus Mangel an einer 
entsprechenden Apparatur nicht nachgeprüft werden. — In der Hauptsache 
waren es Fälle von schwerer kardialer Dyspnoe und Diabetiker, die zur 
Verfügung standen. An sich geben Herzfehlerkranke, selbst wenn sie leicht 
dekompensiert sind, im Bereich des Normalen liegende Werte, hier handelte 
es sich um schwer dyspnoeische Fälle. Die Untersuchung solcher Patienten 
ist recht schwierig und hat aus naheliegenden Gründen große Fehlermöglich- 
keiten. Die hohe Atemfrequenz und das in der Ruhe schon sehr große Total- 
atemvolumen erschweren die Untersuchung. Die Atmung am Apparat 
wurde nicht lästig gefunden, einmal sogar beruhigend genannt. Man kann 
nur ganz kleine Dosen CO, einleiten, da man sonst zu leicht an die Grenze 
der mechanischen Atmungsleistung kommt, die bei diesen Patienten mit 
Ödemen und Hydrops nicht hoch liegt. Eigenartig ist das Verhalten der 
Atemfrequenz, bei einem dieser Fälle stieg sie von 22 auf 36, bei einem 
enderen sank sie unter der CO,-Luftgemischatmung etwas ab. Bei den 
wenigen Patienten, die ich bisher zur Untersuchung bekommen konnte, 
stellte ich hohe Werte für den Quotienten fest. Doch kann man aus 
den Untersuchurgen noch keinen Schluß ziehen, zumal die Vorgänge bei 
der kardialen Dyspnoe sehr kompliziert sind und mechanische Momente 
sicher eine große Rolle spielen. Erwähnen möchte ich noch, daß man 
bei verschiedenen Autoren [z.B. R. Reinhardt (37)] die Tatsache angeführt 
findet, daß CO,-Zufuhr von dyspnoeischen Herzkranken nur in geringem 
Maße ertragen wird. Das konnte ich in meinen Fällen bestätigen. Um 
die Erregbarkeit des Atemzentrums zu erforschen, muß man sich in dem 
schmalen Gebiet halten, in dem die CO,-Zufuhr noch gerade ertragen wird. 


Bei den Diabetesfällen konnte ich, besonders dadurch, daß ich die 
Kranken längere Zeit genau verfolgte und öfter die Untersuchungen wieder- 
holte, zu einem klaren Ergebnis kommen. An sich geben die Diabetiker 
einen normalen Quotientenwert. Nur dann, wenn die Azıdosis stark 
wird und ihre völlige und dauernde Kompensation in Frage gestellt ist, 
kommt der Kranke in einen Zustand, wo er auf die Einleitung von CO, 

wechselnd reagiert. Treten die Anzeichen des präkomatösen Zustandes 
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oder gar des Coma diabeticum auf, so geben die Kranken bei den Unter-: 
suchungen meist einen Befund, wie man ihn bei starker Erregbarkeit des 
Atemzentrums findet, d. h. der Quotientenwert liegt hoch. Dabei konnte 
ich in einem Falle feststellen, daß dieses Ansteigen des Quotienten zu 
einer Zeit erfolgte, wo die py-Bestimmung im Venenblut (nach Hasselbalch - 
Michaelis) einen Wert ergab, der an der unteren Grenze des Normalen lag. 
Allerdings verschlechterte sich der Zustand bald darauf. Vielleicht tritt die 
„Dekompensation‘“ der Azidosis nicht überall im Körper gleichzeitig auf 
[ähnlich wie bei der zentrogenen Azidosis Wintersteins (51,5)]. Das Maß, bis 
zu dem die alveolare CO,-Spannung sinken kann, um die Azidosis zu kompen- 
sieren, ist individuell verschieden, und damit hängt es wohl auch zusammen 
(außer den wechselnden Bedingungen der übrigen Regulatoren), daß bei 
manchen Patienten die Dekompeusation der Azidosis verhältnismäßig 
leicht eintritt. Zu den zuerst auftretenden Dekompensationserscheinungen 
muß man die Änderung des Reizbarkeitsquotienten rechnen. Auf mittlere 
Dosen Natrium bicarbonicum (oder besser Gemische von Na , K-, Ca-Salzen) 
oder eine entsprechende Diät zeigt der Reizbarkeitsquotient soweit es sich 
um noch reagierende, minderschwere Fälle handelt, wieder den normalen 
Wert, das ist charakteristisch für diesen Zustand, im Gegensatz z. B. zu 
der erhöhten Erregbarkeit des Atemzentrums beim Basedow. 

Man muß also bei Diabetikern vorsichtig sein, wenn es sich darum 
handelt, die Erregbarkeit des Atemzentrums zu bestimmen; erst derjenige 
Wert, der sich auf mittlere Dosen Natrium bicarbonicum nicht ändert, ist 
eindeutig. Sehr große Dosen Natr. bicarb. sind, da sie Verhältnisse schaffen, 
die noch nicht genügend geklärt sind, bei dieser Probe zu meiden. Bei Zu- 
sammentreffen von Basedow und Diabetes wird die Sachlage schwieriger, 
ein solcher Fall lag mir noch nicht vor. Eine genaue Besprechung dieses 
Befundes bei der diabetischen Azidosis muß leider aus Rücksicht auf die 
Länge der Arbeit unterbleiben, vielleicht haben außer der bloßen Änderung 
der H-Ionenkonzentration die großen Verschiebungen im Mineralhaushalt des 
Körpers, die sich bei der schweren Azidosis einstellen, eine Bedeutung dabei. 

Ein Fall von chronischer Urämie (Rest-N im Serum 138,5 mg) bot 
einen hohen, aber ıns Bereich des Normalen fallenden Wert. 


Besser in bezug auf die zur Verfügung stehenden Fälle war ich 
bei Lösung des dritten Teiles meiner Arbeit daran. Hier handelt es 
sich um die Frage der Erregbarkeit des Atemzentrums während der 
Schwangerschäft, Geburt und Wochenbett. Hierzu liegen schon Er- 
gebnisse aus der Hasselbalchschen Schule vor (12,13, 14). Ich habe bisher 
15 Schwangere untersucht und 10 davon auch nach der Geburt weiter 
verfolgen können. Es wurde bei ihnen die gleiche Methode durchgeführt. 
und zwar, um ganz sicher zu gehen, mehrmals nüchtern in der Zeit vor 
der Geburt. Dann wurde die Untersuchung am vierten oder fünften 
Tage nach der Geburt und noch zwei- bis viermal später vorgenommen. 

Die Ergebnisse, die ich erhielt, waren durchaus eindeutig. Es 
fand sich stets eine gegenüber dem Wochenbett erhöhte Erregbarkeit 
des Atemzentrums.. Was den absoluten Wert des Erregbarkeits- 
quotienten anbetrifft, so kann man keinen fixierten Wert angeben, 
es besteht stets aber eine Erhöhung gegenüber dem Werte, den man 
im späteren Puerperium erhält. Bei meinen Versuchen konnte ich die 
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während der Schwangerschaft herabgesetzte alveolare CO,-Spannung 
bestätigen, die schon von vieler Seite angegeben worden ist. Auch 
die von einzelnen Autoren erwähnte hohe Atemfrequenz der Puerperae 
fand ich bei einem Teil der Fälle; die daraus sich ergebenden kleinen 
Atemzüge erschweren die Untersuchung etwas; ganz deutlich war die 
Bradykardie der Wöchnerinnen bei normalem Verlauf des Puerperiums. 

Der Übergang der erhöhten Erregbarkeit zu den normalen Ver- 
hältnissen setzt natürlich keineswegs schlagartig ein. Innerhalb sehr 
kurzer Zeit scheint sich dagegen die alveolare CO,-Spannung zu heben 
und die alveolare Ventilation abzunehmen. Die erhöhte Erregbarkeit 
vermindert sich erst im Verlauf von Tagen, ja in einem Teil der Fälle 
gelang es mir zu zeigen, daß sie in den ersten 3 bis 5 Tagen nach der 
Geburt noch völlig bestehen bleibt, unter Umständen sogar noch etwas 
steigt und dann erst langsam absinkt. Wichtig ist besonders fest- 
zustellen, daß die Erhöhung der alveolaren CO,-Spannung nicht mit 
der Änderung der Erregbarkeit zusammenfällt. Hasselbalch (13) hat bei 
dem von ihm 1912 veröffentlichten Fall vor der Geburt einen Wert 
für den Erregbarkeitsquotienten von 1,8 gefunden, der nach der Geburt 
auf 0,9 sank. Wenn auch seine Versuchsanordnung in vielen, auch 
wichtigen Punkten von der meinen erheblich abweicht, so muß doch 
ein gewisser Vergleich möglich sein. 0,9 liegt an der oberen Grenze 
der normalen Werte und dementsprechend ist auch 1,8 ein hoher Wert. 
In einem Falle überstieg bei mir der Quotient auch den Wert 1,7, so 
daß Hasselbalchs Fall ohne weiteres meinen Resultaten beigeordnet 
werden könnte. Er zeigt auch, daß meist in der Schwangerschaft ein 
um so höherer Wert für den Quotienten sich ergibt, je höher der normale 
Wert liegt. Natürlich handelt es sich aber keineswegs um parallele 
Verschiebung; der Grad der Erhöhung ist individuell verschieden. 
Ebenso wie die Untersuchungen von Hasselbalch unter anderem ergaben, 
daß die Erniedrigung der alveolaren CO,-Spannung schon im zweiten 
bis dritten Schwangerschaftsmonat einwandfrei nachzuweisen ist, er- 
gaben meine Untersuchungen an Schwangeren der ersten Monate, daß 
schon deutlich eine Erregbarkeitssteigerung vorliegt. Leider ist es 
schwierig, Versuchspersonen zu diesem Punkte zu bekommen; ich 
verfüge zurzeit über fünf Fälle, alles sonst normale Frauen. Vier davon 
zeigten eine erhöhte Erregbarkeit des Atemzentrums, eine junge Frau, 
die gemäß der gynäkologischen Diagnose im dritten Monat stehen 
sollte, dagegen nicht. Sie bot einen Quotientenwert von 0,54. Bei 
der weiteren Verfolgung dieses Falles ergab sich nun interessanterweise, 
daß die Frau nach ihrer Anamnese (Menses usw.) schon im fünften 
bis sechsten Monat. stehen müsse. Auf meine Veranlassung kam es 
nochmals zur gynäkologischen Untersuchung, das Resultat war die 
Feststellung einer Blasenmole. Dieser Fall hat mir gezeigt, daß unter 
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Umständen die Feststellung der Erregbarkeit des Atemzentrums auch 
diagnostischen Wert besitzt, was ja sicher auch in bezug auf die endo- 
krinen Störungen gilt. 


Die Frage nach der Erregbarkeit des Atemzentrums spielt eine 
große Rolle in der Physiologie der Atmungsregulation. Sie hat von 
den einzelnen Bearbeitern eine sehr verschiedene Beachtung gefunden. 

Als die von verschiedenster Seite durchgeführten Untersuchungen 
über die chemische Atmungsregulation durch die von Winterstein (51) auf- 
gestellte und von Porges (36) und seinen Mitarbeitern fast gleichzeitig 
vertretene ‚„‚Reaktionstheorie‘‘ (Hasselbalch nennt sie in seinen Schriften 
stets „Neutralitätstheorie‘‘) in gewissem Sinne ihren Abschluß gefunden 
hatten, war es Hasselbalch, der 1912 den Faktor der Erregbarkeit des 
Atemzentrums betonte (12). Doch ein großer Teil der Autoren verhielt 
sich ablehnend. Besonders Porges (34) griff die Versuche Lindhards, auf 
die sich Hasselbalch in erster Linie gestützt hatte, an und suchte durch 
eigene Kontrolluntersuchungen zu zeigen, daß man mit der Lindhard- 
schen. Methode überhaupt nichts über die Erregbarkeit des Atem- 
zentrums ermitteln könne (näheres diese Zeitschr. 54, 1913). Hasselbalch 
selbst änderte seinen Standpunkt. In seiner Arbeit: ‚Neutralitäts- 
regulation des graviden Organismus‘ (1914) (14) tritt die Erregbarkeit 
des Atemzentrums stark zurück, später allerdings betont er sie wieder 
etwas mehr. Er würdigt in seinen Arbeiten die Bedeutung der Erreg- 
barkeit des Atemzentrums eingehender und genauer als irgend ein 
Autor. Wegen der Darlegung der Stellung der Erregbarkeit des Atem- 
zentrums in der Physiologie der Atmungsregulation kann ich daher 
auf die Hasselbalchschen!) Arbeiten verweisen. 

Nur einen Punkt will ich noch hervorheben: Die Beziehung zwischen 
der H-Ionenkonzentration des Blutes und der Erregbarkeit des Atem- 
zentrums. In der schon erwähnten Arbeit aus dem Jahre 1914 formuliert 
Hasselbalch (S. 240): ‚Wenn man Versuchsfehler ausschließen dürfte, 
sollte ja der Theorie nach der p; des Blutes bei alveolarer CO.-Spannung 
(was Hasselbalch später regulierte Wasserstoffzahl nennt) ein direktes Maß 
für die Erregbarkeit des Zentrums sein; bei hohem pu große Erregharkeit, 
bei kleinem py geringe Erregbarkeit‘‘. Nun findet er aber während und nach 
der Schwangerschaft im Mittel die gleiche Wasserstoffzahl, und damit 
entfällt für ihn der Grund, die Erregbarkeit des Atemzentrums weiterhin 
zu betonen. Er bezieht sich ganz auf die Reaktionstheorie. Michaelis (32) 
dagegen hat einen durchschnittlich 10°, niedrigeren Wert als normal für 


die H-Ionenkonzentration bei Schwangeren gefunden, was also mit der 
Erhöhung der Erregbarkeit des Atemzentrums sehr gut vereinbar ist Bei 


1) Auch die Arbeiten Wintersteins Is. Literaturangabe (51)] müssen hier 
erwähnt werden; leider muß ich darauf verzichten, die bisherige Stellung- 
nahme der einzelnen Autoren zur Frage der Erregbarkeit des Atemzentrums 
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dem Diabetes wurde von vielen Autoren [unter anderen Roly (40), 
Benedict (2)} normale oder gesteigerte H-Ionenkonzentration festgestellt. 

Um den Kernpunkt am Beispiel der Schwangerschaft herauszuschälen, 
muß man als strikter Anhänger der Reaktionstheorie, wie z. B. Porges, 
dabei eine erhöhte H-Ionenkonzentration fordern; würde sie tatsächlich 
einwandfrei nachgewiesen, so würde damit die Frage nach der erhöhten 
Erregbarkeit des Atemzentrums mehr oder weniger überflüssig sein. Bisher 
hat sich aber stets normale oder gar verminderte H-Ionenkonzentration 
herausgestellt, und daher ist der Faktor der Erregbarkeit des Atemzentrums 
sehr wohl zu beachten. 

Ich bin bei meinen Untersuchungen im ganzen von der Annahme 
einer konstanten H-Ionenkonzentration ausgegangen, die ja auch nach 
den Untersuchungen der letzten Jahre sehr wahrscheinlich ist. Dabei 
muß man sich aber, trotz der großen Fortschritte auf dem Gebiete der 
H-Ionenkonzentrationsfeststellung, immer der Grenzen der Genauigkeit 
bewußt sein. Sehr kleine Abweichungen in der Reaktion des Blutes 
werden darum immer in den Bereich der Fehlermöglichkeit fallen. 
Die Forderung Hasselbalchs, bei erhöhter Erregbarkeit des Atem- 
zentrums stets eine herabgesetzte regulierte Wasserstoffzahl zu haben, 
ist ganz leicht verständlich. Es ist sicher, daß, wenn sich bei einem 
Individuum nur die Erregbarkeit des Atemzentrums erhöht, sonst 
alles gleich bleibt, das Sinken der regulierten Wasserstoffzahl die Folge 
ist, es kommt ja zu einer Steigerung der Lungenventilation und die 
Kohlensäurespannung sinkt. Auf der anderen Seite tritt aber bald 
das Bestreben auf, die Wasserstoffzahl möglichst konstant zu halten; 
das erkennt man daran, daß die erhöhte Atemtätigkeit bestehen bleibt, 
die ja, wenn die Wasserstoffzahl tatsächlich so weit sinken würde, 
daß die Erhöhung der Erregbarkeit des Atemzentrums ‚‚ausgeglichen‘“ 
wäre, zurückgehen müßte. Dabei muß man allerdings den Faktor 
der sich immer wieder bildenden Kohlensäure beachten, die in erhöhtem 
Maße aus dem Blute entfernt werden muß und daher eine gewisse 
erhöhte Atemtätigkeit bedingt. Genau theoretisch bleibt auch im 
weiteren Verlauf die regulierte "Wasserstoffzahl etwas unter der erst 
vorhandenen Größe; dieser Unterschied kann aber so gering sein, 
daß er sich der Feststellung entzieht. 

Die Arbeiten der letzten Jahre [z. B. von F. Rohrer (38)] über die 
Regulation der Atmung bieten in bezug auf die chemische Regulation 

und die Erregbarkeit des Atemzentrums nichts Neues. 


Dagegen findet man eine andere Methode der Bestimmung der Erreg- 
barkeit des Atemzentrums in der neueren Literatur, und zwar in der von mir 
schon angegebenen Arbeit von M. Yamada (1918) (52). Dieser Autor prüft 
die Haldane-Hendersonsche Methode, die er durch Einführung von Ventilen 
verbessert. Anschließend gibt er eine Erregbarkeitsbestimmungsmethode 
an. Nähere Angabe erübrigt sich, da die Arbeit leicht zugänglich ist (diese 
Zeitschr. 89). Interessant ist, daß der Autor bei CO,-O,-Gemischatmung eine 
stärkere Steigerung der relativen Geschwindigkeit der alveolaren Ventilation 
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findet als bei CO,-Luftgemischatmung. Auch wurde die 3 proz. CO,-O,;- 
Mischung besser vertragen als die CO,-Luftmischung. Er schließt daraus, 
daß die Gegenwart des Sauerstoffs die Erregbarkeit des Atemzentrums 
erhöhe bzw. erhalte, und verhindere, daß dieCO, schädigend auf das Atem- 
zentrum wirke. Diese Ergebnisse widersprechen den Resultaten Lindhards. 

Einfachere Methoden findet man im Gebiet der pharmakologischen 
Forschung in bezug auf die Narkoticis. Hier spielt die Bestimmung der 
Erregbarkeit des Atemzentrums eine große Rolle, und von hier aus sind 
auch immer einmal Bedenken geäußert worden gegen die völlige Aus- 
schaltung des Faktors der Erregbarkeit des Atemzentrums. Ich kann 
dieses Gebiet nur streifen. Es überwiegen hier Tierexperimente, wo man 
die alte Zuntz-Cohnsteinsche Methode (5) unverändert anwendet. Bei den 
Untersuchungen am Menschen begnügt man sich allgemein damit, die 
alveolare CO,-Spannung vor und nach Einverleibung des Mittels zu be- 
stimmen. Da es sich hier um Verhältnisse handelt, die nur kurze Zeit, 
einige Stunden, umfassen, kann man die Konstanz der übrigen Faktoren 
ja annehmen und die Änderung der CO,-Spannung mit Änderungen der 
Erregbarkeit des Atemzentrums in Zusammenhang bringen. Bei Um- 
ständen, wo die Möglichkeit besteht, daß Stoffwechseländerungen mit 
im Spiele sind, ist auf die Feststellung der CO,-Spannung allein kein Ge- 
wicht zu legen, da sie durchaus keine konstante ist, sondern dauernd 
regulierend schwankt (8). Ich erinnere nur an die kurz nach einer Mahlzeit 
nachweisbare deutliche Steigerung der CO,-Spannung, die leicht dadurch 
erklärt ist, daß der Chlorgehalt des Blutes zu dieser Zeit sinkt und die CO, 
kompensatorisch eintritt, um die Konstanz der Blutreaktion zu wahren. — 
Im Vordergrunde stehen die Opiumpräparate, besonders das Morphin. — 
Eingehend haben Straub (46), Beckmann (3), Jenny (19) u.a. in den letzten 
Jahren die lähmende Wirkung dieser Stoffe auf das Atemzentrum demon- 
striert. — Ferner liegen von den gleichen Forschern Versuche über die 
erregende Wirkung des Kampfers vor. Interessant sind die Befunde Jennys 
beim Alkohol (schwerer Rotwein), wo sich zuerst im Exzitationsstadium, 
eine große Erregung des Atemzentrums, in späteren Stunden eine gewisse 
Lähmung zeigte. Sehr häufig muß man sich hier hüten, die Begriffe Er- 
regung und Erregbarkeitserhöhung zu verwechseln!). 


Erwähnen möchte ich noch besonders die Ergebnisse Beckmanns, 


der die Wirkung psychischer Einflüsse auf die alveolare CO,-Spannung 


untersuchte. Er fand bei stärkeren psychischen Erregungen regel- 
mäßig ein Absinken der CO,-Spannung, allerdings in einem individuell 
sehr verschieden starken Maße. 

Meine Untersuchungen zeigen, daß die Erregbarkeit des Atem- 
zentrums doch ein Faktor ist, mit dem gerechnet werden muß. Sicher 
ist, daß die Änderungen der CO,-Spannung der Alveolenluft, die durch 
bloße Änderung der Erregbarkeit des Atemzentrums erzielt werden, 
nicht groß sind; Hasselbalch hat auf Grund theoretischer Erwägungen 
(in seiner Arbeit von 1912) dasselbe geschlossen. Ich fuße auf den 
Versuchen an den Wöchnerinnen, wo nach Abschluß der Schwanger- 


1) Indem Werke: ,Die experimentelle Pharmakologie“ von Meyer und 
Gottlieb (6. Aufl. 1922) wird die von Cohnstein-Zuntz angegebene, von A. Loewy 
auf den Menschen angewendete Methode eingehend besprochen (S. 380). 
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schaftsazidosis die Änderung der CO,-Spannung, die durch die bloße 
Abnahme der Erregbarkeit des Atemzentrums erfolgt, gering ist. 

An dieser Stelle möchte ich noch einige Versuchsergebnisse an- 
führen, die ich an normalen Versuchspersonen und Schwangeren er- 
hielt: Die normale Ernährung hat keinen Einfluß auf die Erregbarkeit, 
ich erhielt von den Personen, auch wenn sie nicht nüchtern waren, 
nur sonst alle Versuchsbedingungen erfüllt waren, dieselben Quotienten- 
werte. Auch die Stellung des Patienten hat keinen Einfluß auf die 
Erregbarkeit, nur dauert es beim Sitzen meist viel länger, ehe wirklich 
ruhige Atmung eintritt. 

Dann habe ich an Schwangeren in zwei Fällen die Wirkung von 
mittleren Dosen von Natrium bicarbonicum untersucht. 2 bzw. 3 Tage 
erhielten die Versuchspersonen pro Tag 25 bis 35g Natrium bicar- 
bonicum. In beiden Fällen erhielt ich zwar ein Steigen der CO,-Spannung 
in der Alveolenluft, aber die Erregbarkeit blieb unverändert, in einem 
Falle stieg sie sogar etwas, was aber wohl mit der nahen Geburt zu- 
sammenhing. 

Viele noch offene Fragen der Atmungsregulationsphysiologie be- 
dürfen noch weiterer Forschung; sicher ist, daß die Reaktionstheorie 
allen Tatsachen nicht gerecht werden kann. Vielleicht können meine 
Ergebnisse ein wenig zur Klärung beitragen. 


Hauptergebnisse der Arbeit. 

1. In der von Zuntz und Cohnstein angegebenen, von A. Loewy 
vervollkommneten Methode besitzen wir ein Mittel, die Erregbarkeit 
des Atemzentrums zu erforschen. Dabei müssen die von A. Loewy 
festgelegten Kriterien streng beachtet werden und die alveolare CO,- 
Spannung und alveolare Ventilation, nicht die Werte der Totalatmung, 
herangezogen werden. 

Besteht in pathologischen Fällen eine einwandfrei nachgewiesene - 
Erhöhung der H-Ionenkonzentration, so hat die Feststellung erhöhter 
Erregbarkeit des Atemzentrums mittels dieser Methode nur sehr be- 
dingten Wert. Genau so ist es mit der Feststellung erniedrigter Er- 
regbarkeit, wenn es sich ergibt, daß die H- Ionenkonzentration im 
Blute herabgesetzt ist. 

2. Die Erregbarkeit des Atemzentrums ist für jede Person unter 
normalen Verhältnissen eine Konstante, dagegen ergeben sich auch 
für normale Personen erhebliche Unterschiede. Die normale Ernährung, 
die Haltung der Person während des Versuchs haben keinen Einfluß 
auf die Erregbarkeit. 

3. Dagegen hat die endokrine ‚Einstellung‘ erheblichen Einfluß. 
Basedowkranke zeigen erhöhte Erregbarkeit des Atemzentrums; 
Myxödemkranke, Fälle von Infantilismus, Hypogenitalismus, Dystrophia 
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adiposogenitalis zeigen herabgesetzte Erregbarkeit. Die Myxödem- 
kranken haben die niedrigsten Werte, auf Thyreoidinmedikation ändert 
sich die Erregbarkeit und wird normal. 

4. Die Frage der Erregbarkeit des Atemzentrums bei Fällen von 
Azidosis wurde an Diabetikern studiert. Solange die Azidosis kom- 
pensiert ist, zeigen die Patienten normale Quotientenwerte..e Kommt 
es zur Dekompensation, die individuell verschieden leicht eintritt, 
besonders auch wohl, weil das kompensierende Sinken der CO,-Spannung 
in den Alveolen verschieden weit möglich ist, so kommt es zunächst 
zu einem Stadium, wo man mit der Erregbarkeitsbestimmung zu in 
gewissem Ausmaß wechselnden Resultaten kommt; bei fortschreitender 
Dekompensation erhält man hohe Quotientenwerte. Dieser Vorgang 
scheint sich einzustellen, ehe noch im Blute die Dekompensation der 
Azidosis durch Bestimmung einer erhöhten H-Ionenkonzentration fest- 
stellbar ist, er hat als Anzeichen schwerer Gefahr zu gelten. Auf mittlere 
Dosen von Alkalien (am besten Gemische von Na-, K-, Ca-Salzen) 
oder entsprechende Diät (z. B. Haferkur) erreicht man bei den noch 
reagierenden Fällen meist bald vollständige Kompensation der Azidosis 
und erhält dann wieder die ursprünglichen normalen Quotientenwerte. 

Einige mit schwerer kardialer Dyspnoe behaftete Herzfehler- 
kranke zeigten hohe Quotientenwerte. 

5. In der Schwangerschaft (wohl schon von den ersten Monaten 
an) und in den ersten Tagen des Wochenbetts besteht eine gesteigerte 
Erregbarkeit des Atemzentrums. Während die ‚„Schwangerschafts- 
azidosis‘“‘ nach der Geburt ziemlich rasch ihr Ende findet, geht das 
Abklingen der gesteigerten Erregbarkeit langsam vor sich. Hier kann 
man den Einfluß der reinen Erregbarkeitsänderung studieren. In 
vielen Fällen steigt die Erregbarkeit kurz vor der Geburt noch deutlich 
etwas an, so daß man hieraus Schlüsse auf den Eintritt der Geburt 
ziehen kann. Manchmal ist in den ersten Wochenbettagen sehr hohe 
Erregbarkeit vorhanden. — In einem Falle von Blasenmole, die der 
gynäkologischen Diagnose entgangen war, ergab sich keine erhöhte 
Erregbarkeit des Atemzentrums, was zur Klärung des Falles führte. 

6. Die bekannte Wirkung des Morphiums, die Erregbarkeit des 
Atemzentrums herabzusetzen, konnte demonstriert werden. Mittlere 
Dosen von Natrium bicarbonicum (25 bis 35 g pro Tag, 2 bis 3 Tage 
genommen) zeigten bei normalen Schwangeren keine Wirkung auf die 
Erregbarkeit des Atemzentrums. 

7. Die Reaktionstheorie {Winterstein) wird durch die Betonung 
der Erregbarkeit des Atemzentrums etwas eingeschränkt, ihre über- 
ragende Bedeutung aber keineswegs geschmälert. Die Einwirkung der 
Erregbarkeitsänderung auf die CO,-Spannung in der Alveolenluft ist 
im allgemeinen nicht groß. 
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Kurze Versuchsprotokolle. 
(Auszug.) 

Jede Zusammenstellung eatspzicht einer Versuchsreihe; es sind an- 
gegeben: Atmungsfrequenz pro Minute; alveolare CO,-Spannung in Milli- 
metern Hg; alveolare Ventilation (in Litern); dann die Zunahme der alveolaren 
Ventilation in Litern und die Erhöhung der alveolaren CO,-Spannung 
in Millimetern Hg bei Einleitung von CO,; zuletzt der Erregbarkeitsquotient 
(52%) d. h. die Zunahme der alveolaren Ventilation in Litera bei einer 
Steigerung der alveolaren CO,-Spannung um 1 mm Hg. 








De an SE Alv. Vent. v —rv v—t Se 
| mm Hg Liter Liter mm Hg Sp 


l. Frau U.; 65,1 kg, nüchtern; Basedow. 


21 36,72 4,28 — — — 
175 ` 40,72 8,16 3,88 4,0 | 0,97 
17 41,40 8,96 4,68 4,68 1,0 
17 44,06 | 11,76 7,48 7,34 | 1,02 
2. Fräulein Mo.; 59,9 kg, nüchtern; Basedow. 
20 38,4 4,95 = SUN 
19 40,92 | 7,24 ; 229 2,52 | 0,91 
17 Ä 43,4 9,62 467 : 5,00 , 0,92 
6 | 4516 1226 731 | 676 | 1.08 
3a. Herr Ru.; 52,7 kg, nüchtern; Basedow. 
17,5 35,05 ,. 59 ! — E E 
17,5 39,40 10,08 — 4,18 4,35 0,96 
17 40,3 10,99 5,09 5,25 0,97 
17 42,2 13,1 7,2 7,15 1,0 
3b. Herr Ru.; nüchtern, einige Tage später 
(klinisch: leichte Verschlechterung). 
17 34,9 5,72 | — ER 
16,5 39,8 10,5 4,18 4,9 ' 0,976 
16 421 13,08 736 | 72 | 1,02 


Iın Anschluß an diese Untersuchung bekam Patient subkutan 0,02 
Morph. hvdrochl. 


20 Minuten später folgendes Versuchsergebnis: 


16 37,0 4,88 = e gg 
15,5 44,25 8,04 3,16 7,25 | 0,436 
15 45,65 87, 382 ı 865 0,44 


Weitere Untersuchungen waren wegen starker Nausea und Erbrechen 
(etwa 40 Minuten nach der Spritze) nicht möglich. 


4. Frl. Franzk; 66,2 kg, nüchtern; Myxödem und Schizophrenie. 


18 38,3 2,34 = | - |! - 
18,5 45,55 5,08 © 2,74 > 7,25 | 0,378 
185. 5322 738 |! 5,04 | 14,92 | 0,338 


Die Patientin stand schon, als diese Untersuchung durchgeführt 
wurde. einige Tage unter Schilddrüsenbehandlung; diese wurde fort- 
gesetzt (Thyreoidin). 
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SE 
Atınungs» Alv. C Ox Alv. Vent. | v—v ’—t v—v 
frequenz Spannung | ! et 

mm Hg | Liter Liter | mmHg | *—) 








Etwa 3 Wochen später bot die Patientin folgendes Versuchsergebnis: 
| 59,9 kg, nüchtern. 





18 | 36,5 2,94 | = I — SE 
18,5 | 39,5 4,78 1,84 3,0 | 0,61 
19 41,7 1 6,32 | 3,38 | 5,2 0,65 
19 44,3 ı 172148) 78 0,61 
5. Frau Gr.; Myxödem; 65,3 kg, nüchtern. 
17 ı 38,85 S7 "e = | er 
18 :.43,4 4,24 1,53 : 5,55 0,276 
19 | 51,73 - 6,02 3,31 ' 12,88 | 0,257 
19 | 59,5 7,92 5,21 | 20,65 0,252 
6. Herr Schnei: 78,7 kg, nüchtern; 15 Jahre, Dystrophia adiposogenitalis. 
13 140,3 3,38 = e ZA ne i 
13,5 | 47,0 5,91 253 ` 6,7 0,377 
14 50,1 7,14 ` 3,76 9,8 0,385 
1. Herr Bo.; 79,4 kg, nüchtern; Myxödem. 
12,5 2848 ' 405! = = = | — 
13 41498 | 5,63 | 1,58 : 301 | 0,82 
13 45,44 : 8,02 3,97 | 6,96 0,57 
l4 41,52 | 89 , 4,89 | 9,04 | 0,54 


Patient steht schon seit langer Zeit (viele Monate) in Schilddrüsenbehandlung. 
8. Frau Tr.; 126,1 kg, nüchtern; endokrine Fettsucht. 


17 40,57 83,56 | — — — 
175 49,84 ' 6,5 2,94 | 9,27 0,317 
17,5 52,4 l 7,27 | 3,71 | 11,83 0,314 





9. Herr Krü.; 46,3 kg, nüchtern; polyglanduläre Insuffizienz (be- 
sonders der Hypophyse). 


13 39,25 -~ A — — — 
13,5 45,0 4,93 Län 6575 0,32 


13 51,63 | 7,29 411 ` 12,38 0,33 


13 54,37 8,18 | 5,00 ' 15,12 0,3 
I0. Herr Schu.; 15 Jahre; 27,3 kg, nüchtern; Infantilismus. 
17 38,87 ! 204. = 3 = | — 
16 45,56 | 4,07 | 2,03 6,69 | 0,3 
17 47,7 479, 2,75 8,83 , 0,31 
18 | 5132 | 605 | 4,01 12,45 | 0,32 
ll. Frau Me.; 32 Jahre; 78,0, nüchtern; endokrine Fettsucht (Hypo- 
genitalismus). 
19 36,6 Lä — = a 
19 41,1 4,52 LA ; 45 0,31 
20 44,2 -5,51 | 2,39- 7,6 0,314 
21 47,62 | 6,63 3,51 = 11,02 | 0,32 
12. Herr Be.; normale Versuchsperson, 22 Jahre; 60,0 kg, nüchtern. 
16 ' 39,75 | er 51 = — — ef 
17 42,5 5,96 2,28 ' 275 0,83 
18 46,11 | 9,04 | 536. 636 0,84 
18 1473 10,10 : 642 i 755 | 0,85- 
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Atmungs- ` an a | Alv. Vent. v—v ’—t | dp 
frequenz | PADRDBE b S © tet 
| mmHg | Liter Liter | mm Ħg 








13. Herr Baum.; 51,1 kg, nüchtern; Neurasthenie mäßigen Grades. 


l6 | 42 | 298 — = i c 
17 ` 49,30 | 7,96 | 4,98 : 6,36 | 0,78 
17 0: 51,2 | 9,42 | 6,44 8,26 | 0,78 





14. Herr Blach.; 23 Jahre; 52,0 kg, nüchtern; Diabetes mellitus mit 
Azidosis. i 


14 35,18 3,42 — — | — 
15 46,8 , D 5,68 11,62 0,5 
15,5 51,75 : 11,72 ı 8,3 16,57 0,5 





15. Frau Fr.; etwa 48 Jahre; 42,0 kg, nüchtern; Diabetes mellitus 
mit Azidosis. 


l4 4085 | 304, — = = 
14 45,22 > 514 21 4,27 : 0,5 
14 49,57 © 734 | 4,3 8,62 0,5 





Patientin stand dauernd unter mittleren Dosen Na bicarb.; trotzdem 
war der Urin schwach sauer, und die Reaktionen auf Acetessigsäure stark 
positiv. 

16. Frau Ru.; 37,6 kg, nüchtern; chronische Urämie. 


20 41,00 | 1,9 | — | — — 
20 44,34 45 !' 26 | 3,34 0,78 
20 46,12 , 62 | 43 5,1 0,84 
17. Frau Je.; 61,5 kg, nüchtern; Mitralinsuffizienz in sehr schwerer 
Dekompensation. 
28 30,57 3,28 — — — 
24 33,5 5,84 2,56 2,93 0,87 


Bei Einleitung größerer Mengen von CO, bekommt die Patientin sehr 
starkes Dyspnoegefühl, so daß die Untersuchung abgebrochen werden muß. 


18. LA: Hausschwangere, gesund, I. p.; 22 Jahre; 56,0 kg, nüchtern. 
2 Tage vor der Geburt: 


14 - 29,44 504-010 = 
16 31,24 6,66 1,62 1,8 0,9 
20 34,68 9,96 , 4,92 5,24 0,94 
21 35,2 10,46 , 5,42 | 5,76 | 0,94 


Geburt verlief normal. Die Patientin konnte am 5. Tage nach der 
Geburt früh, nüchtern, in das Untersuchungszimmer gefahren werden. 


24 -837,75 2,99 ` — l — — 

24 42,3 7,44 4,45 |i 4,55 0,98 

24 | 43,45 8,64 5,65 `, 5,70 0,99 
12 Tage nach der Geburt, nüchtern: 

22 | 38,8 27172 — — | —_ 

24 46,6 7,24 4,52 7,8 0,58 

24 49,3 9,09 6,37 10,5 0,6 


16 Tage vor der Geburt: 
13 34,0 4,98 — — 
14 35,95 7,34 ` 2,36 1,95 1,21 
14 37,75 9,04 , 4,06 , 3,75 1,08 
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Atmungs» en ne | Alv. Vent. vv | ’—t v—v 
et mm Hg _ Ire | Liter ` mm Hg get 
10 Tage vor der Geburt, nüchtern: 
13 33,7 5,45 — — | — 
15 36,65 8,9 3,45 2,95 1,17 
16,5 39,3 12,12 6,67 5,6 1,2 
4 Tage vor der Geburt, nüchtern: 
13 32,7 6,18 — oo = | — 
16 36,1 11,96 5,78 : 3,4. 1,7 
17 37,02 13,92 7,74 | 4,32 | 1,8 
Geburt verlief normal. 
4 Tage nach der Geburt, nüchtern: 
15 35,48 | 4,45 ` = | Be Së 
15 42,4 ' 10,3 5,85 6,92 | 0,845 
16 4491 | 12566 Su , 943 | 0,868 
8 Tage nach der Geburt, nüchtern: 
16 36,2 4,40 — | _ _ 
17 42,95 9,42 5,02 6,75 0,74 
18,5 49,12 14,1 9,7 12,92 0,75 
20. Herr Wo.; 65,0 kg, nüchtern; Aorteninsuffizienz in Dekompensation. 
22 40,70 Ali — 
30 43,05 75 — 24 2,35 1,0 
36 44,0 8.46 336 | 33 1,02 
21. E.Chr.; Hausschwangere, gesund, II.p.; 23 Jahre, 
10 Tage vor der Geburt, nicht ganz nüchtern: 
18 31,29 5,52 — | — — 
19 36,6 9,62 4,1 5,31 0,75 
19,5 38,2 10,96 5,44 6,91 0,8 
20,5 40,7 13,24 7,72 9,41 0,82 
5 Tage vor der Geburt, nüchtern: 
17,5 i 32,1 | 565! = |! = | — 
18 i 37,3 | 10,79 5,14 | 5,2 etwa 1,0 
19,5 | 412 , 148 915 | 912 | etwa LO 
Die Geburt verlief normal. 
5 Tage nach der Geburt, nüchtern: 
20 37,75 ! 40 | — | — _ 
20 ! 42,25 8,63 4,63 | 4,5 1,03 
20 | 47,29 13,85 9,85 ; 9,54 1,03 
9 Tage nach der Geburt, nüchtern: 
19,5 39,5 3,1 = 2 ER 
18 47,31 7,48 | 4,38 7,81 0,56 
19 50,37 8,94 | 5,84 10,87 ! 0,54 
22. A. Feu.; Hausschwangere, 68,5 kg, gesund. 
12 Tage vor der Geburt, nüchtern: 
16 33,74 4,78 =. di. = 
16,5 37,05 7,98 32 |l 3,31 0,97 
17 38,02 9,08 4,3 | 4,46 0,96 
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Atmungs, Alv. C Oy Alv. Vent. v—v | dt vi 0 
frequenz Spannung | FI 
mm Hg _ Liter Liter ' mmHg ` 





3 Tage vor der Geburt, nüchtern: 


17 31,95 ET = E 
17 35,79 946 41 | 384 1,07 
21 37,43 1132 596 48 109 
Die Geburt verlief normal. 
6 Tage nach der Geburt, nüchtern: 
16 36,7 3,08 = = = 
16 43,81 8,33 55, 71 | 0,74 
16 4600 | 10,02 6.94 93 : 0,746 


23. Frl. E: gesundes, 20jähriges Mädchen; Gravidität: 3. Monat; 
59,0 kg, nüchtern. . 


17 | 38,7 22 "oi > gé | = 
17 43,65 7,68 5,46 : 4,95 1,1 
17 | 46,21 10,68 > 8,46 | 7,51 | LI 

24. Frau L.; 30 Jahre; 65,0 kg. Gravidität ? Grav. 5. Monat ? nüchtern: 
14 36,36 |! 37⁄4 - ' = | — 
14 42,24 | 694 3,2 5,88 | 0,54 
14 . 44,3 = 8,04 4,3 | 7,96 | 0,54 





Es ist dies die Patientin, bei der sich bei genauer Untersuchung eine 
Blasenmole herausstellte. 


25. Frl. Pö.; 19 Jahre; 52,0 kg; Basedow. 


16 | 41,896 | 1,987) — "O 
16 į 44 | 5461 3,474 2,404 | 1,44 
16 ; ¢&6,82 | 9,223| 7,236 4,824 | 1,5 


Patientin hattd einen Sauerstoffverbrauch von 5,llcem pro Kilo- 
gramm und Minute. 


26. Herr Bo.; 22 Jahre; 50,6 kg; Basedow; noch gar nicht behandelt. 


21 39,00 4,235 SE GE — 
20 41,38 9,0615 | 4,8265 2,38 2,0 
20 | 4453 | 15,32 |11,085 ı 5,53 ` 2,0 








Patient bot nüchtern einen Sauerstoffverbrauch von 6.8 cem O, pro 
Kilogramm und Minute. 

Nach erfolgreicher Behandlung (Röntgenbestrahlung der Schilddrüse), 
die klinisch und in bezug auf den Gasstoffwechsel deutlich zutage trat, 
folgendes (mehrmals geprüftes) Ergebnis: 





20,75 ı 38,47 4,00 | — — weg 
19,5 43,81 9,38 | 5,38 5,34 1,01 
19 45,22 10,94 | 6,94 6,75 1,03 





27. Frl. Sauer; 18 Jahre; 60 kg; Oesophagospasmus (schon seit längerer 
Zeit); nüchtern: vormittags 8°. 


17 46,155 : 3,37 — — — 
18 48,93 5,34 1,97 2,78 ` 0,7 
20 50,74 6,63 3,26 4,59 0,71 
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Eo —— 

Atmungs- |! Alv. Ce | Alv. Vent. | v—v t—t v—r 

frequenz Spannung | t—t 
| mmHg | Liter | Liter | mm Hg = 





Nach der Mittagsmahlzeit (1 Stunde nach Beendigung) bot dio 
Patientin folgende Erregbarkeitsprüfung: 





19 45,02 ! 5,00 5 | se = 
20 48,52 ' 748 | 2,48 3,5 0,71 
22 49,38 | 8,29 |. 3,29 4,36 | 0,75 
23,5 , 5026 | go 401 | 524 0,765 


Auffallend ist hier die sehr hohe alveolare CO,-Spannung, die ich 
auch bei Fällen von Neurasthenie öfter fand. 


28. Herr We.; 53,3 kg, nüchtern; Pleuritis chronica dextra, hat fast 
keine Beschwerden mehr. 





14 40,68 CHEN = 
15,5 | 44,12 5,73 | 1,99 3,44 | 0,58 
16 46,28 7,15 3,41 5,6 0,61 
— | 47,96 8,10 |. 4,36 7,28 | 0,60 


29. Frau Kl. Bey.; 39 Jahre; 70,3 kg, nüchtern. 


Patientin litt früher an Basedow, wurde durch sehr lange fort- 
gesetzte Röntgenbestrahlung der Schilddrüse davon befreit; seit einem 
Jahre keine Basedowerscheinungen mehr: 





20,5 38,1 2,183 | — =, = 
19,5 42,95 5,604 | 3,421 | 4,85 | 0,7. 
19,0 256 |, 7545| 5362| 75 | om 











30. Herr Ni.; 33 Jahre; 43,4 kg; Diabetes mellitus. 


Er kam in schwerem Zustande in’ die Klinik, die strenge Diät mußte 
bald aufgehoben werden; er zeigte folgenden Befund: 








17 | 25,25 3,997 — Ss 
a)! 18 29,14 8,767 | 4,77 3,89 | 1,22 
18,5 | 31,40. ' 11,207 7,21 6,15 1,17 
Die alveolare O,-Spannung betrug 115,45 mm Hg. — Eine ein- 


geleitete Haferkur, ohne Zufuhr von Alkalien, behob den schweren Zustand. 
2 Tage später zeigte er früh, nüchtern, folgenden Befund: 


16 26,04 | 3,987 = = u = 
b! 16 29,42 6,182 | 2,195 3,38 | 0,65 
16 31,40 7572| 3,585 5,36 | 0,67 








Im weiteren Verlaufe wurde jedes’ starke Hervortreten der Azidosis 
vermieden, Aceton und Acetessigsäure waren nur schwach im Urin vor- 
handen, besonders wurden auch Kohlehydrate zugeführt. Ich habe ihn 
öfters fernerhin untersucht: 


17 38,08 2,12 = = | ze 
eil 18 42,48 4,80 | 2,68 4,4 0,61 
19 45,00 6,62 | 4,5 6,92 | 0,65 











Man sieht, die Azidosis ist zurückgegangen; die alveolare CO,-Spannung 
hat eine normale Höhe; interessant aber ist, daß der Erregbarkeitsquotient 
sch durch diesen Vorgang nicht geändert hat. In beiden Versuchen liegen 
„kompensierte‘‘ Verhältnisse vor (b und cl, | 
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Zum Schluß möchte ich noch anführen, mit welchen Fehlerschwan- 
kungen man bei exaktem Arbeiten zu rechnen hat. 

Untersucht man dieselbe normale Versuchsperson öfters, so findet man. 
daß (stets früh im nüchternen Zustand) die Grundwerte (CO,-Spannung 
und alveolare Ventilation) nur sehr gering schwanken. Die Erregbarkeits- 
prüfung selbst hat verschiedene Punkte, wo leicht Fehlerquellen entstehen. 
Ihren größten Ausdruck finden sie im Werte des Quotienten, denn hier 
zeigen sich die Folgen aller Fehler (allerdings kann unter Umständen 
Kompensierung eintreten). 

Da stellte es sich heraus, daß man bei völliger Beherrschung der Methode 
und exaktem Arbeiten bei einer guten Versuchsperson in den Schwankungen 
des Quotientenwertes unter 0,08 bleibt. 

Von den vielen Dingen, auf die man bei den Untersuchungen Rücksicht 
nehmen muß, möchte ich noch die Narkotica erwähnen, die man in den 
Vortagen am besten völlig meidet, unter allen Umständen das Morphin 
und seine Verwandten. 

Grundsätzlich soll man die Erregbarkeitsprüfung bei derselben Person 
mehrmals durchführen, ehe man das Resultat als feststehend betrachtet. 
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Über Trocknen und Wägen in der Mikroanalyse. 


Von 
A. v. Szent-Györgyi. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universität Groningen.) 
(Eingegangen am 23. Dezember 1922.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Ist der Asbest ein wertvolles Material in unserem Instrumentarium 
bei der Makroanalyse, so ist er in der Mikroanalyse ein ganz unent- 
behrliches Hilfsmittel. Die große Adsorptionskraft des Filters für den 
Niederschlag, gepaart mit seiner großen Durchlässigkeit für die reine 
Flüssigkeit, die Plastizität der Masse, ihre chemische und thermische 
Stabilität, alles dies sind Eigenschaften, die dieses Material zum un- 
ersetzliichen Schatz des Mikroanalytikers machen. 

In seinem Buche ‚Über die quantitative organische 
Mikroanalyse‘“ gibt Pregl eine Form für Asbestfilter und 
Wägeröhrchen an, die sich im Laufe unserer Arbeiten durch 
ihre Einfachheit, leichte Handhabung und Sauberkeit be- 
sonders gut bewährt haben (Abb. 1). 

Als ich aber die Röhrchen im Physiologischen Labo- 
ratorium zu Groningen bei der Mikroanalyse anwenden 
wollte, stieß ich auf Schwierigkeiten, die mir das Wägen 
selbst in die Zehntelmilligramme unmöglich, die wundervolle 
Leistung der Kuhlmannschen Wage illusorisch machten. 
Diese Schwierigkeit war einerseits in der Hydrophilität 
des Ashests. andererseits in der Feuchtigkeit der Luft 
gegeben. Da ich diese Schwierigkeit bei Pregl nirgends 
besprochen finde, so muß ich annehmen, daß sic durch die 
ganz besondere Feuchtigkeit des hiesigen Klimas und den 

Abb. 1. lokalen enormen Wasserreichtum der Luft bedingt ist. Ich 

6,5j10 natürl. beobachte seit einiger Zeit das Hygroskop, und habe es 

Größe. selbst in dem geheizten Zimmer der Wage, in dem nicht 
mit Wasser gearbeitet wird, noch nicht unter 55%, gesehen. Der ge- 
wöhnliche Stand ist über 75%. Es ist doch bekannt, daß der Sätti- 
gungsgrad der Luft hier durch ganze Jahreszeiten nicht unter 80% zu 
sinken pflegt. 
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Die Schwierigkeit sei durch folgendes Analysenbeispiel beleuchtet. 
Ein Filterröhrchen mit etwas Cholesterindigitonid (nicht hygroskopisch) 
wird bei 120° getrocknet, im Exsikkator abgekühlt und dann gewogen. 
2 Minuten nach der Entnahme aus dem Exsikkator erfolgt die erste 
Wägung. Dann wird von Minute zu Minute gewogen. Ich erhielt die 
folgenden Gewichte: 

2,814865 g, 
2,814 890 g, 
2,814917 g, 
2,814938 g, 
2,814956 g, 
2,814975 g, 
2,815000 g. 

Die Gewichtszunahme beträgt also 0,023 mg pro Minute. Nun 
wurde das Filter nach der Preglschen Vorschrift eine halbe Stunde lang 
zur Sättigung mit Wasserdampf bei der offenen Wage belassen. Hier- 
nach beträgt das Gewicht 2,816430 mg. Dieses Gewicht hätte das 
konstante Gewicht sein sollen, die folgende, nach einer weiteren 
3/, Stunde ausgeführte Wägung ergibt aber eine weitere 
Gewichtszunahme von 0,530 mg. Das Gewicht hat also 
unbehindert weiter zugenommen, und nahm auch noch 
weiter zur folgenden, am nächsten Tage ausgeführten 
Wägung zu. Wollten wir also die originale Methode bei- 
behalten, so hätten wir das Sättigen auf lange Zeit- 
räume auszudehnen. Dies bedeutete aber, sich von den 
Schwankungen der Feuchtigkeit der Luft abhängig zu 
machen, auf den großen Vorteil der Schnelligkeit zu ver- 
zichten, und das Arbeiten mit allem, nur einigermaßen 
hydrophilem Material oder mit oxydablen oder sonstwie 
chemisch nur einigermaßen labilen Substanzen aufzu- 
geben. Diese Beschränkung würde aber für den Bio- 
chemiker die Einbuße seines größten Arbeitsfeldes be- 
deuten, falls er die Methode beibehalten wollte. 

Man hätte noch daran denken können, das Material 
im Exsikkator abzukühlen, und dann stets nach einer 
kurzen Standardzeit nach der Entnahme aus dem cz 
Exsikkator zu wägen. Die diesbezüglichen Versuche l 
ergaben aber bald, daß die Röhrchen selbst im Exsikkator bedeutend 
an Gewicht zunahmen (mehrere Zehntelmilligramme in einer halben 
Stunde). Somit schien auch dieser Weg ungangbar zu sein. 

Da wir der Auflösung der Frage eine prinzipielle Bedeutung zu- 
maßen, versuchten wir die Schwierigkeiten zu beseitigen. Nach zahl- 
reichen Versuchen ist es endlich gelungen mit einer geringen Abänderung 
der Röhrchen der Schwierigkeiten Herr zu werden. Das modifizierte 





Abb. 2. 
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Röhrchen ist in Abb. 2 abgebildet. Wie aus dieser Zeichnung zu 
ersehen ist, zeigt das Röhrchen von der ursprünglichen Form eine 
doppelte Abweichung. Erstens zeigt das Abflußrohr in seiner ganzen 
Länge kapillare Dimensionen. Zweitens ist die obere Öffnung des 
Rohres mit einem Käppchen abgeschlossen, das mit einem breiten, 
genau gearbeiteten Schliff der äußeren Oberfläche des Filterbauchs 
anliegt. Das Innere eines derartig mit dem Käppchen abgeschlossenen 
Röhrchens mit dem hydrophilen Asbest und dem Niederschlag ist 
den Dämpfen der Außenluft nicht zugänglich, da die Diffusion und die 
Luftströmungen durch das kapillare Rohr und den Schliff praktisch 
nicht in Betracht kommen. Somit muß zur Erreichung des konstanten 
Gewichts nur die äußere, nicht hydrophile Oberfläche des Rohres 
mit dem Wasserdampf der Luft gesättigt werden, was in kurzer Zeit, 
längstens einer halben Stunde, abgelaufen ist. 





Daß das Gewicht des Röhrchens kein absolut konstantes sein 
kann, ist selbstverständlich. Die Zunahme des Gewichts ist aber derart 
langsam, daß durch diese die Wägung nicht mehr gestört wird und 
das Gewicht bei grober Innehaltung des Arbeitsschemas bis zu der 
durch die Empfindlichkeit der Wage gebotenen Grenze reproduzierbar 
ist. Die Gewichtszunahme beträgt in unserer feuchten Luft ungefähr 
0,001 mg in 5 Minuten. 

Diese Form der Filterröhrchen hat einen weiteren sehr großen 
Vorteil. Dieser ist der, daß die Trocknung des Materials stets im Vakuum 
geschehen kann. Wird das Käppchen aufgesetzt, und am Abflußrohr 
der Vakuumschlauch mit dem negativen Druck angesetzt, so entsteht 
im Inneren des Rohres zugleich ein entsprechend hohes Vakuum. Der 
ungefettete Schliff läßt stets eine geringe Menge Luft durch, so daß bei 
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gleichzeitigem Vakuum ein langsamer Luftstrom durch das zu trocknende 
Material und Asbest zieht, was die Bedingungen noch günstiger ge- 
staltet. 

Verwendet man zugleich eine höhere Temperatur, so sind die 
Bedingungen für das Trocknen die denkbar günstigsten. Ausgezeichnete 
Dienste leistete mir beim Trocknen der in Abb. 3 wiedergegebene 
Trockenschrank, der zugleich das Trocknen von 6 Röhrchen gestattete. 
Dieser besteht aus einem aus Kupferblech gearbeiteten Kästchen, 
mit einem gut schließenden Deckel, in dem zwei Löcher für Thermo- 
meter und Thermoregulator belassen sind. Das Kästchen trägt sechs 
kurze offene Seitenröhrchen. Diesen gegenüber steht ein U-Rohr mit 
6 Seitenröhrchen. Das eine Ende des U ist mit der Vakuumpumpe 
verbunden, das andere Ende mit einem Glashahn abgeschlossen. An 
den 6 Seitenröhren sitzen 6 Vakuumgummischläuche, die so lang sind, 
daß sie genau bis zur inneren Öffnung der Seitenröhrchen des Kästchens 
reichen. Das Lumen des Vakuumschlauchs ist so eng, daß er die ein- 
gesetzten Filterröhrchen dicht umschließt. In jeden Vakuumschlauch 
ist ein kleiner Glashahn eingeschaltet. 


Das Trocknen der Röhrchen geschieht folgendermaßen: Das Kästchen 
wird auf Temperatur gebracht, die Vakuurmpumpe angeschlossen, dann 
werden die Abflußröhrchen der Filterröhre in die Schläuche ungefähr 1 bis 
1,5 cm tief eingesetzt, die Glashähne geöffnet und die Filterröhrchen (mit 
aufgesetzten Käppchen) in das Kästchen eingeschoben. 

Die Entnahme der Röhrchen geschieht nach vollzogener Trocknung 
folgendermaßen. Es wird zunächst einer von den sechs Glashähnen ge- 
schlossen, das entsprechende Röhrchen aus dem Schränkchen heraus- 
gezogen, dann vom Vakuumschlauch abgenommen. Die Röhrchen werden 
einzeln in derselben Weise abgenommen. Die Einhaltung dieser Reihen- 
folge ist darum nötig, weil sonst das im Vakuumschlauch kondensierte 
Wasser leicht in das Filterröhrchen zurückgesogen werden kann. 

Die somit entnommenen Röhrchen werden mit einem Wildledertuch 
kräftig abgewischt, dann zur Wage gesetzt. Nach einer halben Stunde 
erfolgt die Wägung. 

Es ist nicht zu vermeiden, daß beim Aufheben des Vakuums die 
Außenluft mit seinen Wasserdämpfen in das Röhrcheninnere eintritt. Beim 
Abkühlen des Röhrchens wird dann noch weiter etwas Luft eingesogen. 
Die Menge dieser eingesogenen Luft und somit die Menge des eingesogenen 
Wasserdampfes sind konstante Größen, die von der Hydrophylität des 
Objekts. unabhängig sind, und stören sorfit die Wägung nicht. 

Die zur Wägung bereiten, abgekühlten Röhrchen dürfen nicht mehr 
mit der Hand angerührt werden. Es ist auch ebenso nötig die Vordertür 
der Wage während der ganzen Wägung geschlossen zu halten, um die 
Ausatmungsluft mit ihrer Wärme und Feuchtigkeit nicht in die Wage zu 
bekommen. Ebensowenig darf man mit seinen Händen in das Wage- 
gehäuse eindringen. Man setze das Material mit einer Pinzette oder ent- 
sprechend gebogenen Gabel auf. Beim Auflegen der Gewichte durch die 
Seitentür braucht man nur mit seinen Fingerspitzen in das Wagegehänse 
zu kommen. 
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Der oben beschriebene Trockenschrank wird mit einem Mikro- 
deckelbrenner erwärmt. Dieser kann durch seine Schraube auf jede 
beliebige Temperatur ungefähr eingestellt werden. Zur genauen Regu- 
lierung verwende ich einen Mikrothermoregulator, der in Abb. 4 ab- 
gebildetistund auf bekannten Prinzipien beruht. Das spiralige Röhrchen 
mit dem geraden schmalen Mittelstück ist mit Quecksilber gefüllt. 
Am Ende der Spirale befindet sich ein kleines Tröpfchen einer Flüssig- 
keit, deren Kochpunkt mit der einzustellenden Temperatur überein- 
kommt. Ist diese Temperatur erreicht, so kocht die Flüssigkeit, treibt 

das Quecksilber aus der ganzen Kapillare und verschließt 
dem Gas den Weg. Da ich bei 100° trockne, gebrauche 
ich Wasser zur Regulierung, die Grotz der mangelhaften 
Isolierung des Kästchens binnen 1° konstant ist. 

Da ich wiederholt mit sehr voluminösen Nieder- 
schlägen zu arbeiten hatte, die sich in der Ebene der 
Asbestoberfläche versammelnd bald das Filter ver- 
stopften, gebeich, abweichend von Pregl, meinen Röhrchen 
stets auch eine Füllung von Glaswolle, um den Asbest 
zu beschützen. Die Asbestfüllung geschieht nach Pregl. 

„Die Herrichtung des Filterröhrchen erfolgt in der 
Weise, daß man käuflichen Gooch-Tiegelasbest im trockenen 
Zustande in das Röhrchen einführt und mit einem scharf- 
kantigen Glasstab so nachstopft, daß namentlich die Peri- 
pherie des für die Filtermasse vorgesehenen Raumes damit 
vollkommen erfüllt wird. An der Pumpe füllt man das 
Röhrchen etwa zweimal mit einer dünnen Aufschwemmungs- 

Äbb. 4. flüssigkeit derselben Asbestmasse in Wasser voll, wäscht 

1/1] natürl. Größe. Hierauf gründlich mit Wasser nach, um die zahlreichen 
lose sitzenden Asbestteilchen völlig zu entfernen und sieht 


insbesondere darauf, ob die Asbestmenge hinreichend ist, um den für 
sie bestimmten Raum vollends zu erfüllen“ (siehe S. 111, Lei 


Über die Asbestmasse gebe ich sodann einen recht dichtgedrückten 
Bausch von Glaswolle. Diese kommt möglichst dicht, ohne Hohlraum 
inzwischen, am Asbest zu liegen. Man muß jedoch bei der Einführung 
vermeiden durch Drücken die Kontinuität der Asbestmasse zu be- 
schädigen. Auf den dichten Glaswollebausch kommt sodann ein ganz 
loser, lockerer Bausch von demselben Material. Hierdurch wird das 
zu filtrierende Material sozusagen im Raume verteilt und kann leicht 
filtriert und gewaschen werden. Nach den üblichen Waschungen und 
Trocknung des Asbests ist das Filterchen gebrauchsfertig. 

Die Filterröhrchen werden auf meine Veranlassung von P. Haack 
in Wien IX, Garelli Gasse 1, hergestellt. 


Die gravimetrische Mikrocholesterinbestimmung. 


Von: 
A. v. Szent-Györgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universität Groningen.) 
. (Eingegangen am 23. Dezember 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


de mehr wir dem Verständnis der Zellpermeabilität, der Cytolyse 
und ihrer wichtigsten Form, der Hämolyse näher treten, um so be- 
deutender erscheint der Gehalt der Zelle an Lipoiden, namentlich an 
Phosphatiden und Sterinen. Wie es die Arbeiten von Mayer, Schäffer, 
Terroine, Brinkman u. a. zu zeigen scheinen, ist es in erster Reihe nicht 
der absolute Gehalt der Zelle an diesen Bestandteilen, die ihren 
phyaikalisch-chemischen Zustand beherrscht, sondern jenes subtile 
Gleichgewicht, das der Organismus unter diesen Lipoiden mit einer 
feinen Regulation zu unterhalten trachtet. Da die Untersuchungen 
der letzten Jahre einen innigen Zusammenhang zwischen der Kon- 
stitution der Zelllipoide und gewisser klinisch hochbedeutender Hämo- 
Iyvseformen vermuten lassen, wird das Bedürfnis nach genauen Mikro- 
methoden stets reger, die es gestatten, diese lipoiden Bestandteile 
mit genügender Genauigkeit in jenen Mengen zu bestimmen, wie sie 
in kleinen, für die chemische Untersuchung leicht erlangbaren Mengen 
des Blutes vorkommen. 

Eines der bedeutendsten lipoiden Bestandteile der Zellen ist das 
Cholesterin. Zur mikrochemischen Bestimmung dieser Substanz wird 
allgemein die kolorimetrische Methode angewendet. Diese Methode ist 
aber leider mit sehr großen subjektiven und objektiven Fehlern behaftet. 
Es scheint uns nicht erwünscht, an dieser Stelle eine eingehende Kritik 
an dieser Methode zu üben. Wir wollen uns mit der Feststellung 
begnügen, daß die Methode nicht so genau ist, daß es nicht in 
hohem Maße wünschenswert erscheinen sollte, auch eine genaue, exakte 
gravimetrische Mikromethode in Händen zu haben. 

Soweit mir bekannt ist, ist noch keine gravimetrische Mikro- 
methode für Cholesterin angegeben. Es sei im folgenden der Versuch 
gemacht, diese Lücke auszufüllen. 


108 | A. v. Szent-Györgyi: 


Die Grundlage für eine gravimetrische Methode ist in den Unter- 
suchungen von Windaus gegeben, der zur Präzipitierung und Isolierung 
des Cholesterins seine Digitoninverbindung empfahl. Nach der an- 
geführten Beispielsanalyse beurteilt, gestattet diese Methode die Be- 
stimmung größerer Cholesterinmengen mit einer Genauigkeit von 3%. 

Bei der Umarbeitung dieser Methode zur Mikromethode begegneten 
wir zwei Schwierigkeiten. Die erste war die häufige Schwierigkeit 
der Mikromethoden — falls es sich, wie in diesem Falle, nicht um ganz 
unlösliche Niederschläge handelt — die Disproportionalität zwischen 
Substanz und Lösungs- bzw. Waschflüssigkeit. Es ist namentlich in 
den meisten Fällen nicht möglich in dem Maße den Gebrauch von 
Waschflüssigkeiten einzuschränken, als man mit den Dimensionen 
seiner zu analysierenden Substanz herabsteigt. Kann man z. B. 100 mg 
Substanz mit 30 ccm Flüssigkeit gründlich auswaschen, so wird es 
nicht gelingen, 0,1 mg mit 0,03ccm Flüssigkeit richtig reinzuspülen. 

Die zweite, noch größere Schwierigkeit lag in einer besonderen 
Eigenschaft des Cholesterindigitonids. Diese Substanz zeigte die Eigen- 
schaft, daß sie um so besser ausflockte, in je größerer Menge sie in der 
Lösung vorhanden war. Während größere Mengen Cholesterin als 
Digitonid sich ziemlich vollständig abschieden, zeigten kleine Mengen 
eine große Neigung, in Lösung zu bleiben. Die in Lösung gebliebene 
Substanzmenge entsprach keiner bestimmten Löslichkeitsgrenze, und 
die Mutterlauge des Niederschlags enthielt um so mehr Cholesterin- 
digitonid, je geringer die zu bestimmende Cholesterinmenge war. In 
diesem Verhalten war auch keine Gesetzmäßigkeit festzustellen, und 
der Übergang zwischen Substanzmengen, die noch einen Niederschlag 
gaben, und einen solchen vermissen ließen, war in den meisten Reihen 
sprungartig. So z.B. gab in einer Reihe mit Digitonin 0,8 mg Chol- 
esterin in 2ccm Alkohol keinen Niederschlag, 0,9 mg ebenfalls nicht, 
1,1mg gab reichliche Flockung, 1,2 mg gleichfalls. 

Eine Eintrocknung des Niederschlags, so wie es Fraser und Gardner 
empfehlen, gab keine Gewähr für ein vollständigeres Ausflocken. Das 
unausgeflockt eingetrocknete Digitonid verschwand bei der Waschung 
vollkommen vom Filter. 

Wir wollen aber dem Leser die Wiedergabe jenes mühsamen Weges 
ersparen, den wir selbst folgen mußten, bis wir die genannten Schwierig- 
keiten als solche erkannten und endlich beseitigten. Wir wollen uns 
auf die Beschreibung der Methode beschränken, mit der es endlich 
gelang, Cholesterinmengen vom Bruchteile eines Milligramms mit der 
Genauigkeit der ursprünglichen Makromethode .zu bestimmen. Da 
der normale Cholesteringehalt von 1 ccm Menschenblut ungefähr 1,5 mg 
entspricht, so dürfte die Methode sowohl den theoretischen wie den 
praktischen Erfordernissen entsprechen. 
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Experimenteller Teil. 


Das zu bestimmende Cholesterin wird unter Erwärmung in dem 
in Abb. 1 abgebildeten Jenaglas-Mikrobechergläschen in 2 ccm Aceton 
gelöst. Die zu bestimmende Cholesterinmenge sei nicht größer als 
4,5 mg, welche Menge ungefähr dem maximalen Cholesteringehalt 
von l cem Menschenblut entspricht. Bezieht sich die Analyse auf Blut, 
so wählt man am besten das Extrakt von Leem. 

Nun wird l cem Digitoninlösung zugegeben, Diese Lösung wird 
durch Auflösen von 1g Digitonium cryst. in 50 ccm 80 proz Alkohol 
hergestellt. Auch bei sehr kleinen Cholesterinmengen 
erfolgt sozusagen momentan eine Trübung, die bald 
in deutliche, scharf abgegrenzte Flockung übergeht. 
Die Reaktion ist so stark, daß sie sehr gut auch zum 
qualitativen Nachweis kleiner Cholesterinmengen 
dienen kann. (Hierzu nehme man Leem 1 proz. 
Digitonin in 80%, Alkohol.) 

Nach Zugabe des Digitonins wird das Becherchen 
auf den Rand eines geheizten Wasserbades gesetzt 
und hier belassen, bis ungefähr die Hälfte der Flüssig- 
keit verdampft ist, was gewöhnlich in einer Viertel- 
stunde bereitsgeschehen ist. Nun wird das Becherchen 
vom’ Wasserbade genommen, eine Viertelstunde bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Hiermit ist die Präzipitierung, für die bei der Windaus- 
schen Makromethode 24 Stunden nötig sind, abgelaufen. 

Jetzt wird der Inhalt des Bechergläschens auf das im vorher- 
gehenden Stücke beschriebene Filter gegossen. Das Filterröhrchen 
ist auf einen Saugkolben montiert. 


Abo. 1. 
3/, natürl. Größe. 


Es ist nötig, die Saugflasche so zu montieren, daß man in dieser den 
negativen Druck genauer regeln kann. Am einfachsten kann man dies 
erreichen, wenn man den Vakuumschlauch vor dem Kolben mit einem 
T-Stück verzweigen läßt. Auf den freien Schenkel des T kommt ein kurzer, 
dünner Gummischlauch, der frei endet, und dessen Lumen man mit einer 
Klemmschraube, wenn möglich mit einem Präzisionsquetschhahn (nach 
Pregl) regulieren kann. 

Wäre die Flüssigkeit mit dem Niederschlag, die wir nun auf das 
Filter aufzugießen haben, wegen der ausgiebigen Flockung oder zu 
weitgehenden Eintrocknung zu konsistent, so kann man mit 1 bis 2 ccm 
Wasser verdünnen. Man gießt die Flüssigkeit längs des Mikrostäbchens 
auf den Filter. Sodann wäscht man den Niederschlag mit Hilfe des 
Mikrostäbchens (s. Abb. 1) mit Wasser quantitativ auf das Filter. 

Nun folgt eine Reihe von Waschungen, zuerst zweimal mit Aceton, 
dann zweimal mit Äther, dann dreimal mit warmem Chloroform, einmal 
mit Äther, einmal mit Aceton, dann fünfmal mit heißem Wasser. Man 
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wäscht stets mit ungefähr 1,5 cem Flüssigkeit. Man sauge in lang 
samem Tempo ab, so daß in 3 Sekunden etwa 2 Tropfen unten ab- 
fließen. Man sauge vollständig ab, so daß nach der Flüssigkeit etwas 
Luft durchtritt. 


Man hält die Waschflüssigkeiten am besten in kleinen 100 cem- 
Spritzflaschen. 

Nach der fünften Waschung mit Wasser ist oft noch nicht- 
alles freie Digitonin entfernt. Dies erkennt man dank der großen Ober- 
flächenaktivität des Digitonins daran, daß die nach der Waschung 
durchgesogene Luft als Schaum, oder in Form großer Blasen aus dem 
Filterröhrchen heraustritt. Man muß also noch so lange waschen, bis 
am Abflußrohr des Filters bei Durchsaugen von Luft nur einzelne 
Bläschen entstehen, die schon bei kleinem Durchmesser von etwa 
Lë ccm einzeln platzen und sich nicht mehr in Schaumform zusammen- 
ballen. Dieses Stadium wird manchmal nur nach zahlreichen 
Waschungen erreicht. Eine geringe Tendenz zur Blasenbildung wird 
die Waschflüssigkeit stets beibehalten, da stets etwas Digitonid auch 
in Lösung geht, da das Cholesterindigitonid in heißem Wasser nicht 
gänzlich unlöslich ist. 

Nun wird das Filterkäppchen aufgesetzt und, den im vorher- 
gehenden Stück SEHR Prinzipien NG getrocknet 
und gewogen. 

Unter den geschilderten Umständen scheidet sich das Cholesterin 
aus seiner Lösung als Digitonid quantitativ ab. Durch das Waschen 
mit Aceton, Äther, Chloroform entstehen keine Verluste. Hingegen 
wird, wie die diesbezüglichen Versuche ergeben, durch ein ausgiebiges 
Waschen mit heißem Wasser, wie es zur Reinigung der Niederschläge 
nötig ist, etwa 1 bis 3%, des Digitonins weggewaschen. Die Methode 
arbeitet also mit einem notwendigen Fehler von minus 1,5 bis 3%. 

Die Berechnung des Cholesterins aus dem Niederschlage geschieht, 
den Angaben von Windaus entsprechend, durch Multiplizieren mit 
0,2431. Windaus empfiehlt für gewöhnliche Zwecke einfach den Faktor 
auf 0,25 abzurunden, d.h. mit 4 dividieren. Die Differenz entspricht 
plus 2,8%, was in unseren Analysen dem ungefähren mittleren Fehler 
entspricht, so daß die Windaussche Vereinfachung zugleich als Korrek- 
tion dienen kann. 

Zum Schluß seien drei Analysenbeispiele angeführt, in denen 
die genommene Cholesterinmenge in dem einen Versuch dem Chole- 
steringehalt von Leem Blut bei starker Hypocholesterinämie, im 
zweiten Fall bei normaler, im dritten Fall bei gesteigerter Cholesterin- 
ämie entspricht. Das Beispiel zeigt zugleich, daß der Fehler mit 
sinkender Cholesterinmenge nicht größer wird. 


Gravimetrische Mikrocholesterinbestimmung. 111 


Das Einspülen und Waschen des Niederschlags erfordert ins- 
gesamt ungefähr eine Viertelstunde. Trotz der verwickelt erscheinenden 
Beschreibung ist die Methode außerordentlich einfach, rasch und liefert 
zuverläßliche Resultate. 

Beispiele: 1. 0,470 mg Cholesterin wird in der oben beschriebenen 
Weise behandelt. Gewicht des Filterröhrchens vor und nach der Analyse 

5,751260 
5,753 134 


Niederschlag . . 0,001874 
Hieraus berechnet mit Faktor 0,2431 = 0,455 mg Cholesterin, gefunden 
also — 3%. Mit dem Faktor Y, berechnet = 0,470 mg, gefunden 
also + 0%. 

2. Ausgangsmaterial 1,655 mg Cholesterin. Gefunden als Digi- 
tonid . 6,731 mg. Für Cholesterin mit Faktor 2,431 berechnet = 1,636 mg 
Cholesterin. Gefunden also — 1,2%. Mit Faktor Y, berechnet, ge- 
funden + 1,4%. 

3. Ausgangsmaterial. 2,237 mg Cholesterin. Gefunden 8,908. 
Mit Faktor 2,431 berechnet = 2,166 mg Cholesterin, gefunden also 
— 3,2%. Mit Faktor Io berechnet, gefunden — 0,5% Cholesterin. , 
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In der vorhergehenden Arbeit wurde eine Methode angegeben, die 
es gestattet, kleine Cholesterinmengen, so wie sie in 1 ccm Menschenblut 
vorkommen, als Digitonid mit einem Versuchsfehler von 3%, — ohne 
‚fremde Beimengungen von seiten der Fällungs- und Waschsubstanzen — 
auf dem Filter zu sammeln. Die Erfahrungen, die wir über die Chol- 
esterinanalyse des Blutes selbst bis jetzt sammeln konnten, waren un- 
genügend, um bestimmtes über die Anwendbarkeit der Methode bei 
der Blutuntersuchung sagen zu können. Wir wollen diese Frage später 
noch einer eingehenden Untersuchung unterwerfen. Nachdem aber 
Th. Thayssen!) in genauen Versuchen bereits feststellte, daß die Fällung 
von Cholesterin durch die lipoiden Extrakte des Blutes nicht gestört 
wird, und in unserer angegebenen Methode auch zur Reinigung des 
Niederschlags genügend Gelegenheit gegeben ist, scheint es wohl wahr- 
scheinlich, daß sich die Methode zur lipoiden Blutuntersuchung unver- 
ändert heranziehen lassen wird, und sie somit auch auf das Interesse 
des Klinikers Anspruch wird erheben können. 

Wie einfach und rasch uns auch die Methode vorkam, wurden wir 
im Laufe unserer Untersuchung stets mehr zur Ansicht gebracht, daß 
diese nicht den Ansprüchen eines Klinikers entsprechen würde. In der 
angegebenen Methode wurde nämlich der Niederschlag gravimetrisch 
bestimmt, und eben dieses Prinzip der Gravimetrie schien für die Werk- 
stätte des Klinikers nicht gut verwendbar. Die zu bestimmenden 
kleinen Substanzmengen erfordern nämlich eine genau kontrollierte 
Trocknung bis zum konstanten Gewichte, und man wird von den 
meisten Klinikern mit Unrecht jene Sorgfalt und jenen Zeitaufwand 
erwarten, den dieser Punkt der Untersuchung unfehlbar erfordert. 


1) Diese Zeitschr. 62, 89, 1914; 62, 115, 1914. 
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Auch ist für solche Messungen, falls man von der Genauigkeit der 
Methode Gebrauch machen will, eine sehr genaue analytische Wage 
erforderlich, die nicht in jedem klinischen Laboratorium vorhanden 
sein dürfte. 

Diese Einsicht ließ uns die Frage aufwerfen, ob sich nicht eine 
andere Bestimmungsmethode des isolierten Cholesterindigitonids finden 
ließe, als die gravimetrische. 

Die Grundlage einer titrimetrischen Bestimmung war in den 
Arbeiten J. Bangs!) gegeben. Das Prinzip dieser Methode bestand 
daraus, daß die betreffenden lipoiden Blutbestandteile mit einer be- 
kannten Menge von Chromsäure oxydiert wurden. Hierbei wurde 
Chromsäure verbraucht. Die verbrauchte Menge der Chromsäure wurde 
durch Zurücktitrieren der überschüssigen Chromsäure (durch Jodo- 
metrie) bestimmt. Da die verbrauchte Menge der Chromsäure für eine 
gewisse Substanz eine charakteristische Größe und mit deren Menge 
proportional ist, so ist die Methode in hohem Maße geeignet, genaue 
Resultate zu liefern. Es spricht aber von selbst, daß die Reaktion für 
keinen Stoff charakteristisch ist, sondern es wird einfach alles oxydiert, 
was mit der Chromsäure in Berührung gebracht wird. Ein genaues 
Resultat hat also zur Bedingung, daß der zu bestimmende Stoff absolut 
rein, ohne jede fremde Beimengung der Chromsäure dargeboten wird. 

In dem Bangschen System war diese Bedingung nicht genügend 
erfüllt. Im Verhältnis zu den geringen zu bestimmenden Substanzmengen 
war die Möglichkeit der Verunreinigung allzu groß, so daß die Methode 
keine genügend zuverläßlichen Resultate lieferte, weswegen sie sich 
auch nicht in die allgemeine Laboratoriumspraxis einbürgern konnte. 

Nachdem wir uns aber durch Kontrolle der Gravimetrie überzeugt 
haben, daß wir das Cholesterin als Digitonid quantitativ und rein in 
Händen hatten, konnten wir erwarten, daß die Bangsche oxydi- 
metrische Methode die erwarteten genauen Resultate bei der titri- 
metrischen Bestimmung liefern werde. 

Wie wir vorausgreifend erwähnen möchten, war dies tatsächlich 
auch der Fall. Zunächst mußten wir aber die Bedingungen aufsuchen, 
unter denen sich das Digitonid am Filter glatt oxydieren läßt. Weiterhin 
mußte die Frage beantwortet werden, wie die letzten, am Asbest ad- 
sorbierten Reste der organischen Lösungsmittel entfernt werden 
können, die bei der gravimetrischen Methode bei der Trocknung zum 
konstanten Gewichte aus dem Filter gejagt wurden. 

Es zeigte sich, daß beide Vorgänge eine höhere Temperatur 
erforderten. Die Temperatur des Wasserdampfes zeigte sich zur Er- 
reichung beider Zwecke genügend. Das Filterröhrchen wurde also 


1) J. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung. München 1920. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 8 
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derart abgeändert, daß es, wie in Abb. 1 dargestellt, mit einem längeren 
Hals und einem Glasmantel versehen wurde. Letzterer wurde dem 





Abb. 1. 
dlio natürl. Größe. 


Röhrchen durch kurze Gummischlauchstücke luftdicht 
angeschlossen. Die beiden Seitenröhrchen gestatteten 
dann die Durchleitung von Wasserdampf durch den 
Filtermantel (vgl. Abb. 2). 

Die Füllung der Röhrchen blieb dieselbe wie 
vorher, nur wird der Asbest vorher in der Bunsen- 
flamme bis zur schwachen Rotglut ausgeglüht. 

Die Methode der Präzipitierung blieb dieselbe 


wie bei der gravimetrischen Methode, ebenso auch 


der Gang der Waschungen mit Aceton, Äther, Chloro- 
form, wieder Äther und Aceton. Man trachte den 
Niederschlag aus dem Becherchen direkt in den 
Filterhals zu gießen, und wasche dann mit den 
weiteren Flüssigkeiten die im breiten oberen Teil ge- 
bliebenen Reste in das Innere des Filters. 

Die Endwaschung mit Wasser gestaltet sich 
etwas anders als bei der gravimetrischen Methode. 
Zunächst wäscht man dreimal mit kaltem, destil- 


liertem Wasser, wobei man die letzten Reste der im breiten, oberen 
Teil des Filters gebliebenen Substanz in das Innere des Filters ein- 
spült, bei welchen Manipulationen das Mikrostäbchen gute Dienste 
leistet. Nun saugt man einen langsamen Luftstrom durch den Filter 








und setzt den Dampf an, 
den man etwa l Minute lang 
beigleichzeitigerLuftdurch- 
leitung durch den Filter- 
mantel strömen läßt!). 
Nun wäscht man bei 
gleichzeitiger Dampfdurch- 
leitung weiter mit Wasser. 
Man gieße jetzt das Filter 
nicht weiter voll als bis 


| `, === zur oberen Öffnung des 

| li a u schmalen Filterhalses. Man 

F iisa führt den Wasserstrahl stets 
rund um den breiten oberen 






trichterförmigen Teil des Filters, den man auf diese Weise stets wieder 
und wieder einwäscht. Sollte ein starkes Kochen eintreten, was bei 


1) Um ein gleichmäßiges Kochen im Kolben zu erhalten, kann man 
in diesen nach Pregl etwas Zinkstaub einführen. 
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den ersten Waschungen oft der Fall ist, so saugt man in etwas rascherem 
Tempo ab, indem man das Regulierrohr auf einen Moment mit den 
Fingern dichtdrückt. 


Ist der Niederschlag digitoninfrei, so kann man zur Oxydation 
heranschreiten. Bis zu diesem Stadium hat als Filtervorlage ein etwa 
200 bis 300 ccm fassender Jenaglas-Rundkolben gedient. Nun wird die 
Filtervorlage vertauscht und ein neuer, absolut reiner, sonst ähnlicher 
Kolben vorgesetzt, der wohl feucht sein darf, hingegen kein freies Wasser 
am Boden enthalten soll. 

Ist der reine Titrierkolben montiert, so gießt man aus einer 5-ccm- 
Pipette, die man genau bis zur Marke gefüllt hat, 5 ccm Chromschwefel- 
säure auf den Filter, ohne die Dampfdurchleitung zu unterbrechen. 
Man sorge dafür, daß im Momente, wo man die Säure aufgießt, im 
Kolben negativer Druck herrsche, daß die auffließende Säure sogleich 
zu tropfen beginnt. Hierdurch erreicht man, daß das oxydierte Digitonid 
gleich weggesogen wird, anderenfalls bildet sich aus demselben eine 
braunrote Masse, die sich dann nur schwer ganz wegoxydieren läßt. 
Übrigens soll die Chromschwefelsäure am besten in demselben Tempo 
abfließen, wie die anderen Waschflüssigkeiten. 

Man wasche mit der Chromschwefelsäure, durch Führung der 
Pipette rund um den oberen breiten, trichterförmigen Teil des Filters, 
auch diesen letzten richtig ein. Man lasse zunächst das Filterrohr bis 
zur oberen Öffnung des Filterhalses vollaufen und läßt dann die 
Chromsäure weiter in demselben Tempo auffließen, wie diese abgesogen 
wird, d. h. so, daß das Filter stets bis zur oberen Öffnung seines schmalen 
Halses voll bleibt. 

Ist die Chromschwefelsäure abgelaufen und das Filter tadellos 
rein übergeblieben, so muß man nur noch mit Wasser die Reste der 
Säure einwaschen. Sind noch gefärbte, unoxydierte Reste am Filter, so 
gießt man eine neue Pipette Chromschwefelsäure in derselben Weise 
auf, ohne inzwischen mit Wasser zu waschen — bis das Filter rein 
ist — und läßt dann das Wasser folgen. 


Da die Oxydation im Kolben jetzt gewöhnlich noch nicht vollendet 
ist, darf man die Säure im Kolben nicht zu sehr mit Wasser verdünnen. 
Man sei also mit Wasser beim Einwaschen des Filters sehr sparsam, 
wobei man aber doch nicht auf ein tadelloses Auswaschen des Filters 
verzichten darf. Man wäscht am besten derart mit Wasser, daß man 
zunächst durch Öffnen der Nebenleitung den negativen Druck im Kolben 
ganz aufhebt, und mit einem rasch in der Runde geführten Wasser- 
strahl den ganzen oberen Trichter des Filters einspült. Hierfür ist 
weniger als 1 ccm Wasser nötig. Nun saugt man das Wasser ab und 
wiederholt die Manipulation im ganzen dreimal. 

dÉ 
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Nun ist man mit dem Filter fertig. Unten im Kolben hat sich die 
schmutzigbraune Flüssigkeit aufgeklärt und eine tiefblaue Farbe 
angenommen, die dann durch den Überschuß der Chromsäure einen 
deutlichen Stich ins Gelbgrüne oder Braungrüne annehmen muß. Ist 
dies der Fall, so wird der Kolben abgenommen, und für mindestens 
etwa eine Viertelstunde oder länger ruhig beiseite gesetzt. Sollte die 
Flüssigkeit eine braune Trübung aufweisen, oder hätte die Flüssigkeit 
eine reine blaue Farbe beibehalten, so beweist dies, daß kein Überschuß 
von Chromsäure vorhanden ist, und man läßt eine neue Pipette voll 
Chromschwefelsäure direkt in den Kolben laufen. 

Ist der Titrierkolben mit der Säure beiseite gestellt, so kann man 
sogleich mit der folgenden Analyse beginnen, wobei man natürlich 
zuerst den Dampf abstellt. Wäre das Filterröhrchen noch zu warm, 
so kann man dieses durch Durchsaugen von destillierttem Wasser ab- 
kühlen. 

Hat die Chromschwefelsäure eine Viertelstunde oder mehr ge- 
standen, so gießt man so viel 50 ccm destilliertes Wasser zu, als man 
Pipetten von Chromschwefelsäure verbraucht hat. Dann gibt man 
10 ccm 5 proz. Jodkali zu und titriert zunächst mit 0,1 n Thiosulfat die 
dunkelbraune Farbe weg, dann setzt man soviel mal 5 Tropfen 1 proz. 
Stärkelösung zu, als 50 ccm Wasser aufgegossen waren. Nun titriert 
man weiter, bis zum Umschlag ins Hellgrüne oder Hellblaue. Der 
Umschlag ist sehr scharf, er kann ebenso bei künstlichem als bei 
Sonnenlicht erkannt werden, erfordert aber eine helle Beleuchtung. 

Was man eigentlich mit der Titrierung feststellen will, ist der 
Verbrauch an Chromsäure. Man muß also feststellen, wieviel Thio- 
sulfat einer Pipette voll Chromschwefelsäure entspricht. Diese Zahl muß 
man natürlich mit der Zahl der verbrauchten Pipetten multiplizieren 
und von diesem Volum die bei der Analyse verbrauchten Kubikzenti- 
meter Thiosulfat subtrahieren (s. Analysenbeispiele). 

Nun wird auf 0,1 n Thiosulfat umgerechnet. 1 mg Cholesterin 
verbraucht, in der beschriebenen Weise behandelt, 8,60 ccm 0,1 n Thio- 
sulfat entsprechende Chromsäure. Der gefundene Verbrauch an Chrom- 
säure muß also mit 8,6 dividiert werden. Die erhaltene Zahl bedeutet 
die gefundene Menge Cholesterin in Milligramm. 

Der Deutlichkeit halber wollen wir ein Bz>ispiel anführen. 

Es seien zur Oxydierung einer isolierten Menge Cholesterin vier 
Pipetten Chromschwefelsäure nötig. In der Kontrolle verbraucht 
eine Pipette Chromschwefelsäure 9,0 ccm Thiosulfat. Vier Pipetten 
würden also 36,0 verbrauchen. Wir finden aber, daß zum Umschlag 
bloß 5 ccm Thiosulfat nötig sind. Es ist also eine 31,0 ccm Thiosulfat 
entsprechende Menge Chromsäure verbraucht. Nehmen wir an, daß 
die Thiosulfatlösung 0,93n sei, so entspricht die verbrauchte Menge 
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31 x 9,3 = 28,83 ccm. Hieraus wird Cholesterin berechnet: 28,83 : 8,6 
= 3,35 mg. Es waren also in der analysierten Flüssigkeit 3,35 mg 
Cholesterin vorhanden. 

Unter den Lösungen, die bei der Analyse verwendet werden, 
erfordert nur die Chromschwefelsäure eine kurze Besprechung. Diese 
wird derart bereitet, daß man 10g reines Kaliumbichromat in 
einem Liter konzentrierter Schwefelsäure auflöst und vom unlöslichen 
Rest dekantiert. Die Lösung wird in einer Flasche mit Glasstopfen 
bewahrt. Die Flasche soll stets geschlossen stehen. Die Lösung darf 
mit keinerlei organischer Substanz in Berührung kommen. 

Zur Titrierung mit Thiosulfat gebraucht man am besten eine 10-ccm- 
Mikrobürette, man kann aber auch mit jeder gewöhnlichen Bürette 
arbeiten. T 
Als Filtervorlagen kann man auch kleine, 30 bis 50 ccm Jenaglas- 
Rundkolben verwenden, dessen Inhalt man dann zur Titrierung in 
ein Becherglas umspült. 


Experimenteller Teil. 


Wir möchten zum Schluß die Analysen anführen, in denen die 
Äquivalente des Cholesterins festgestellt wurden. Die Resultate sind 
der Kürze halber tabellarisch zusammengefaßt. 


Eine Pipette Chromschwefelsäure verbrauchte 9,570 ccm 0,93 
n Thiosulfatlösung. Dieselbe Chromsäure verbraucht, durch das 
erwäimte Filterröhrchen gesogen, nach !/,stündigem Stehen 9,55 cem 
Thiosulfat. Hieraus ist ersichtlich, daß der Filter selbst praktisch keine 
Chromsäure verbraucht. Nun wird eine blinde Analyse ausgeführt. 
Ausgangsmaterial also O Cholesterin, Behandlung genau wie oben be- 
schrieben. Aufgegossen eine Pipette Chromschwefelsäure. Verbraucht 
913ccm Thiosulfat. Verbrauch also 0,12ccm Chromsäure Der 
Fehler der blinden Analyse ist also 0,12 ccm. Dieser Fehler entspricht 
bloß 0,013 mg Cholesterin, kann also vernachlässigt werden bzw. mit- 
gerechnet werden. Die Analysen waren die folgenden: 





| Verbrauchte | 











Ausgangs: Verbrauchte Ch < Verbrauchte i 
n, ` dëi ëm ef, Ter vom Mittelwerte 
mg ` ` Thiosulfat sulfat per mg | Thiosulfat i 
1 0410 | 3820 | 932 | So | + 0,9 
2 1,330 | 1220 | 914 ` 85l | — LI 
3 1,913 17,45 9,13 8,49 — 14 
4 | 268 | 2445 SCH 8.59 | — 01 
5 3,146 > 2950 , 938 8,72 +16 
| 42,98: 5 = 8,596 = 8,60 
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Wie aus der Tabelle der Analysen ersichtlich, verbraucht 1 mg 
Cholesterin 8,6 ccm 0,1 n Chromsäure bzw. Thiosulfat. Die Abweichung 
von diesem mittleren Wert ist nicht größer als + 1,6 bzw. — 1,4% 
Die Differenz zwischen dem maximalen und minimalen Werte ist nicht 
größer als 3%. Hieraus ergibt sich, daß die titrimetrische Methode 
ungefähr dasselbe leistet wie die gravimetrische, mit der, mit Hilfe der 
Kuhlmannschen Wage, die in Betracht kommenden Mengen ebenfalls 
mit einer Abweichung von 1,5% bestimmt werden konnten. Die ver- 
brauchte Menge der Chromsäure ist so groß, daß die Bestimmung ohne 
nennenswerte Erhöhung des Fehlers auch mit einer gewöhnlichen 
Bürette ausgeführt werden kann. 

Die beschriebene Methode mag aus der Schilderung etwas kom- 
pliziert erscheinen. Immerhin ist die Methode sehr einfach und rasch. 
Handelt es sich um Serienversuche, so wird eine Bestimmung bei einiger 
Übung kaum mehr als 20 Minuten in Anspruch nehmen!). 


!) Die für die Analyse nötige Apparatur wurde mir von A. Dargaiz, 
Hamburg 1, Pferdemarkt 66, hergestellt und kann von demselben bezogen 
werden. 


Zur Methodik der Harnstoffbestimmung 
auf Grund der Hypobromitreaktion. 


Von 
B. M. Margosehes und Heinrich Rose. 


(Aus dem Laboratorium für chemische Technologie I. der Deutschen 
Technischen Hochschule Brünn.) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1922.) 


Von den vielen bisher vorgeschlagenen Methoden zur Bestimmung 
des Harmstoffs bzw. des Ammoniaks besitzt bekanntlich diejenige, die 
unter Verwendung von Bromlauge durchgeführt wird, hauptsächlich 
wegen ihres vielfach studierten Reaktionsverlaufs besonderes Interesse. 
Man pflegt dem Verhalten der genannten Lauge gegenüber Ammoniak 
bzw. Harnstoff folgende Reaktionsgleichungen: 

2NH, +3NaOBr = 3 NaBr +3H,0 + N, 

CO (NH) + 3NaOBr = 3 NaBr +2 H,O + CO0, +N, 
zugrunde zu legen und die Bestimmung durch Messung des entwickelten 
Stickstoffs oder des Bromverbrauchs vorzunehmen. Für die Harnstoff- 
bestimmung im besonderen wurde auf Grund obiger Reaktionsgleichung 
auch die Ermittlung der Kohlensäure vorgeschlagen. Ein noch nicht 
beschrittener Weg zur Bestimmung der oben genannten Verbindungen, 
der in der vorliegenden Arbeit beschrieben werden soll, liegt in dem 
durch Säuremessung zu ermittelnden Alkaliverbrauch bei der sich ab- 
spielenden Hypobromitreaktion. 

Im nachstehenden wird die in diesem Simne modifizierte Hypobromit- 
methode kurzweg als alkalimetrische Hypobromitmethode bezeichnet; sie 
könnte bei Berücksichtigung des Verbrauchs an ‚unterbromiger Säure“ 
auch „‚azidimetrische‘‘ genannt werden. Das oxydative Moment wird jeden- 
falls in die Bezeichnung „Hypobromitmethode‘“ einbezogen. 

Das Prinzip der Methode ist folgendes: Eine gewogene Menge 
des zu untersuchenden Produktes, dessen Ammoniak- oder Harnstoff- 
gehalt festgestellt werden soll, wird in wässeriger Lösung mit einer 
bestimmten Menge Bromlauge versetzt, erhitzt und nach stattgehabter 
Einwirkung Salzsäure von bekanntem Gehalte im Überschuß hinzu- 
gefügt; nach Vertreiben des Broms durch Kochen!) wird der Säure- 


1) Beim Ansäuern wird natürlich auch die Kohlensäure entfernt. 
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überschuß mit Lauge (unter Anwendung von Methylrot als Indikator) 
zurücktitriertt. Unter Berücksichtigung eines unter den gleichen Ver- 
suchsbedingungen durchgeführten ‚Leerversuches‘‘ wird der Gehalt 
an Ammoniak bzw. Harnstoff berechnet. 


Beschreibung der Versuche. 
Zur Durchführung der Methode benötigt man folgende Lösungen: 


1. n/10 Bromlauge 1. n/2 Bromlauge, 
2. n/5 bis n/4 Salzsäure oder 2. n/l Salzsäure, 
3. n/5 Natronlauge 3. n/l Natronlauge. 


Zur Herstellung der n/10-Bromlauge werden 
8g NaOH in 1 Liter Wasser aufgelöst 
und unter Kühlung 8 g Brom zugesetzt. 
Nach der Gleichung: | 
2 NaOH + Br, = NaBr + NaOBr + H,0!) 
entsprechen 
80g NaOH... . 160gBr. 


Es ist somit in der hergestellten Bromlauge stöchiometrisch genommen 
nur die Hälfte an Brom hinzugefügt worden, so daß die Bromlauge einen 
Überschuß an NaOH enthält, und sie ist in bezug auf NaOH fünftelnormal, 
hingegen in bezug auf NaBr + NaOBr (Bromlauge) nur zehntelnormal 
und in bezug auf NaOBr zwanzigstelnormal. 

Über die Herstellung der anderen obengenannten Lösungen erübrigen 
sich wohl weitere Angaben. 


Harnstoff. 

Die Ausführung der im Prinzipe geschilderten Methode ist am 
zweckmäßigsten — wie dies auf Grund einer großen Anzahl von 
Versuchsreihen, von denen hier nur wenige wiedergegeben werden 
sollen, festgestellt wurde — in folgender Art, beispielsweise beim 
. Harnstoff, vorzunehmen: 

Es wird eine Einwage (0,02 bis 0,03g Harnstoff) in einen Erlen- 
meyerkolben (500 ccm Inhalt) gebracht, daraufhin 50 ccm n/10 Brom- 
lauge hinzugefügt, 3 Minuten auf dem Drahtnetz bzw. Wasserbade 
erhitzt, etwa 0,2 bis 0,3 NaBr hinzugegeben und nachher mit 50 ccm 
einer Salzsäure, die etwas stärker als n/5 ist, das Brom durch Kochen 
vertrieben?), abgekühlt und mit n/5 Lauge der Säureüberschuß zurück- 
titriert. Ein Leerversuch unter den gleichen Versuchsbedingungen, also 
auch unter Heranziehung des Natriumbromidzusatzes, ist stets bei 
jeder Versuchsreihe durchzuführen. 


1) Bekanntlich findet auch die Reaktion 3NaOBr = NaBrO, 
+ 2 NaBr statt. 

2) Das Kochen muß insbesondere, wenn n/l:Salzsäure vorliegt, sehr 
vorsichtig unter zeitweiligem Verdünnen der Lösung mit Wasser vorge- 
nommen werden. 
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Zweck des Natiriumbromidzusatzes beim Versuch und Leerversuch ist 
hauptsächlich, auf Grund der Reaktionsgleichung: 
NaBr + NaOBr + 2 HCl 2 NaCl + H,O + Br,;; 
bzw. 5 NaBr + NaBrO, + 6 HCI = 6 NaCl + 3 H,O + 3 Br, 


die Zersetzung der Bromlauge zu beschleunigen (s. auch S. 124). 

Die Wahl einer etwas stärker als fünftel- höchstens viertelnormalen 
Salzsäure bezweckte, bei Zusatz von 50 ccm Salzsäure aus einer 50 ccm- 
Bürette noch einen Säureüberschuß gegenüber der auf Lauge bezogenen 
nur n/5 Hypobromitlösung zu haben, was insbesondere für den Leerversuch 
von Bedeutung ist. Erreicht wäre allerdings dieser Zweck auch durch 
Hinzufügung von mehr als 50 ccm n/5 HCl, was jedoch mit Rücksicht auf 
die 50 ccm-Skala der Bürette unterblieb. 

Zur Prüfung, ob das Brom vollständig vertrieben wurde, sind Proben 
mit „„Methylrot‘‘ empfehlenswert. Falls durch Hinzufügung eines Tropfens 
Methylrotlösung die violettrote Farbe nicht verschwindet, ist tatsächlich 
das Brom vollständig entfernt worden, anderenfalls muß weiter gekocht 
werden, bis bei einem neuerlichen Zusatze von Methylrot die Farbe be- 
stehen bleibt; nur im letzteren Falle ist die Titration mit Lauge vorzu- 
nehmen. Durch den Zusatz an Methylrot — auch wenn mehrere Tropfen 
angewendet werden — wird, falls die Lösung sauer ist, das Ergebnis nicht 
beeinflußt. In alkalischer Lösung dagegen — ein Fall der eigentlich nicht 
vorkommen sollte — beeinflußt schon ein Tropfen der Methylrotlösung das 
Endergebnis infolge Oxydation des Farbstoffes. 


Zur Wertung der beschriebenen Bestimmungsart mögen die Er- 
gebnisse der Versuchsreihe 1 dienen; in dieser Versuchsreihe sind 
zum Vergleich außer dem in der Arbeitsvorschrift angeführten ‚wermen 
Weg“ auch Versuche, bei denen die Einwirkung der Bromlauge auf 
die Harnstofflösung Gren gewöhnlicher Temperatur“ vorgenommen 
wurde, verzeichnet. 


Versuchsreihe 1. 
a) Leerversuch. 
50 ccm etwa n/10 Bromlauge, 50 ccm etwa n/5 Salzsäure. 
Zum Zurücktitrieren verbraucht (als Mittel von 3 Bestimmungen): 
14,605 cem n/5 NaOH = 29,21 n/10 NaOH. 
b) Versuche mit Harnstoff}!). 























„Zum | Versuch | N in 0 
Einwage in g |; Zurücktitrieren `` bee ch Gefunden börech No Fehler 
Harnstoff WEEN ccm all Na OH g Harastoff "nekunden: Th 
Versuche bei gewöhnlicher Temperatur. (3 Minuten.) 
0,0292 64,69 25,48 0,0254 40,75 ' — 12,59 
0,0256 51,91 22,70 0,0227 41,41 i — 1118 
0,0238 61,27 22,06 | 0,0220 43,29 — 7,25 
Versuche bei höherer Temperatur. (3 Minuten auf dem Drahtnetze.) 
0,0248 53,79 24,58 0,0246 46,35 ' — 0,70 
0,0240 53,25 24,04 0,0240 46,78 | + 0,34 


| 1) Auf 1 Mol Harnstoff sind zur Berechnung des Alkaliverbrauchs 
6Mol NaOH in Rechnung zu ziehen. 
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Es zeigte sich, daß bei gewöhnlicher Temperatur ein Fehler bis 
13% zu verzeichnen ist, während bei höherer Temperatur (Erhitzen 
auf dem Drahtnetz) die Versuchsergebnisse den berechneten Werten 
gleichen. 

Eine weitere Versuchsreihe aus unserem Versuchsprotokoll, Ver- 
suchsreihe 2, wird hier angeführt, um auch die Ergebnisse beim Arbeiten 
mit einer n/2 Bromlauge (n/l in bezug auf NaOH) anzuführen. 


Versuchsreihe 2. 
a) Leerversuch. 
50 ccm n/2 Bromlauge, 50 ccm n/l Salzsäure. 
Zum Zurücktitrieren verbraucht 
19,14 cem n/1 NaOH. 
b) Versuche mit Harnstoff. 





| 














Zum : 
au. Versuch N in 
Ei i Zurücktitrieren Gefund Fehl 
"Harestof ee verbraucht ccm | Ze DEE g Harnstoff berechne 1602 in Oh N 
| n|10 NaOH | 2 
Versuche bei gewöhnlicher Temperatur. (3 Minuten). 
0,1606 | 33,40 14,26 | 0,1426 | 41,47 i — 11,07 
0.1639 33.35 14.21 01422 | 4046 | — 1321 
Versuche bei höherer Temperatur. (3 Minuten auf dem Drahtnetze.) 
0,1431 33,42 | 14,28 | 0,1429 46,64 0,04 
0,1101 3020 | 1108 | 0,1107 46,91 0,62 
0,0970 28,84 | 9,70 , 0,0970 46,70 + 0,17 


Wir haben ursprünglich die Bestimmung in einer anderen Form 
vorgenommen, indem die Bromlauge unmittelbar vor der Einwirkung 
auf die Harnstofflösung hergestellt und bei der Durchführung mit 
n/10 Salzsäure und n/10 Natronlauge gearbeitet wurde. 


In einen Erlenmeyerkolben wurden je 30 ccm bis 50 ccm n/10 NaOH 
gebracht, mit einer bestimmten Menge Wasser verdünnt, etwa 0,2g bis 
0,3 g NaBr zugesetzt, 20 ccm gesättigtes Bromwasser und dann die Einwage 
(es wurde mit Stammlösungen gearbeitet) hinzugefügt. Nach einer Ein- 
wirkungsdauer von 5 Minuten bei gewöhnlicher Temperatur — unter öfterem 
Umschwenken — oder auf dem Wasserbade wurde ein Überschuß an titrierter 
Salzsäure zugesetzt, das Brom durch Kochen verjagt und der Säureüber- 
schuß mit n/10 Lauge zurücktitriert. Der Leerversuch wurde unter den- 
selben Versuchsbedingungen durchgeführt. In der folgenden Tabelle, Ver- 
suchsreihe 3, sind nur die Differenzen der Titrationsergebnisse zwischen 
Versuch und dem entsprechenden Leerversuch verzeichnet. 

Da bekanntlich in der Bromlauge bzw. im Bromwasser sich die Reak- 
tionen 

2 NaBrO = 2 NaBr + O, bzw. 2 HBrO = 2 HBr + O, 
abspielen, so genügt nicht die Kenntnis der von vornherein zugesetzten 


Lauge, sondern es ist auch hier von Fall zu Fall das Ergebnis des Leer- 
versuchs in Abzug zu bringen. 


Harnstoffbestimmung. 123 


Versuchsreihe 3. 
a) Leerversuch. 
40 ccm n/10 NaOH, 20 ccm gesättigtes Bromwasser, 40 ccm Wasser. 
Zum Zurücktitrieren verbraucht eem n/10 NaOH = 0,30. 
b) Versuche mit Harnstoff!). 












CPS | 
46,62 | 
gefund.: | 


Versuche bei gewöhnlicher Temperatur. | Versuche bei höherer Temperatur. 


Harnstoffeinwage in g 


Harnstoffeinwage in g 
aus einer Stammlösung 


aus einer Stammlösung 








(5 Minuten.) (5 Minuten auf dem Wasserbade.) 

' 10,16 | 37 Ol. | 12,92 | 47,06 

10 ccm = 0,01282 g | 10,14 36, 94 | 10 ccm = 0,012 82g | 12,87 | 46,88 
10,47 37.98 | 12,95 | 47,17 

17,12 | 31,19 25,66 | 46,73 

20ccm = 0,02564 g | 20,14 36,68 || 20ccm = 0,02564g | 25,69 | 46,79 
18, 89 34,41 | 25,71 | 46,83 

28,24 37,12, 38,46 | 46,63 

20 ccm = 0,035 525 g | 27,74 | 37,51 | 30 ccm = 0,038 46 g | 38,43 | 46,66 
27,09 | 36,48 | 38,32 | 46,53 


In der nächsten Versuchsreihe 4 wird eine andere Stammlösung an- 
gewendet; auch wird der jeweiligen Menge des Harnstoffs die Menge der 
n/l0 Natronlauge angepaßt. Bei diesen wie auch bei den Versuchen der 
vorhergehenden Versuchsreihen wurden stets 20 ccm Bromwasser zu- 
gesetzt, so daß in allen Fällen das Brom in Üsberschuß war. 


Versuchsreihe 4. Versuche mit Harnstoff ?). 


a a a ee m ara a a ne en an ee un nu en en sn sn en nn E a 32 
Harostoffeinwage in | en aner Ia |’ Versuch Oe N berechnet 46,62 
aus einer en ccm njl0 NaOH — Leerversuch : a FE en: 


Kee een 


Versuche bei gewöhnlicher Temperatur. (5 Minut (5 en ) 




















16,76 | 39,19 
20 com = 0,01997 g 30 ccm 17.03 Ä 40.07 
16,35 38,24 

Versuche bei höherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade.) 
| 10,07 47,10 
10 ccm = 0,009 9858 | 20.ccm 9,99 46,72 
l 9,97 46,61 
, 20,00 46,77 
20 ccm = 0,019,97 g `, 30 ccm 20,02 | 46,82 
| 20,01 | 46,80 
29,95 46,69 
30 ccm = 0,029 995 g 40 ccm | 30,14 46,99 
30, 16 47 ‚02 





1) Bei diesen und folgenden Versuchen bzw. den entsprechenden Leer- 
versuchen betrug das Reaktionsvolumen stets 100 ccm, z.B. 40 ccm 
n/10 NaOH, 20ccem Bromwasser, 10 ccm Harnstofflösung und 30 ccm 
Wasser, oder 40 ccm n/10 NaOH, 20 cem Bromwasser, 20 cem Harnstoff- 
lösung und 20 eem Wasser usw. 

D Von der Angabe von Leerversuchen, die von Fall zu Fall VOT- 
genommen werden mußten, wird hier abgesehen. 
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Wie bereits in der empfohlenen Ausführungsweise (s. S. 121) hervor- 
gehoben wurde, erwies sich ein Zusatz an Natriumbromid zwecks leichterer 
Zersetzung der Bromlauge als vorteilhaft. Die im folgenden angeführten 
Versuche (Versuchsreihe 5) zeigen aber, daß außer der bekannten Be- 
schleunigung der Zersetzung auch die Reaktion 2NaOBr = 2 NaBr + O, 
zurückgedrängt wird. Im übrigen wären noch weitere Möglichkeiten einer 
günstigen Wirkung des Natriumbromidzuratzes in Erwägung zu ziehen. 

Die angeführte Beschleunigung der Reaktion durch den Natrium- 
bromidzusatz ist praktisch wesentlich, da man auf diese Weise in kurzer 
Zeit zu negativen Methylrotproben, d. h. zur bleibenden Rotfärbung beim 
Zusatz einer Methylrotlösung kommt, während ohne einen Zusatz einer 
kleinen Menge Natriumbromid größere Erhitzungsdauer und zeitweises 
Verdünnen mit Wasser notwendig ist. 


Versuchsreihe 5. 
ccm n/10 NaOH. ..... 20, — 100 ccm 
verdünnt mit Wasser. . 60, — } Reaktions- 
ccm gesättigtes Bromwasser. 20, — volumen. 


Nach 5 Minuten (bei gewöhnlicher Temperatur bzw. auf dem Wasser- 
bade) wurden 30 ccm n/10 HCl zugesetzt und gekocht. 








| Versuche bei , Versuche bei 
| gewöhnlicher Temperatur | höherer Temperatur 
(5 Minuten) ' (5 Minuten auf dem Wasserbade) 








Ohne Na Br- Zusatz. 














Zurücktitriert mit | | | 

n/10 NaOH . . 10,13 | 10,10 | 10,13 | 10,13, 10,42 | 10,41 | 10,43 | 10,42 
Gesamtn/lONaOH ‚30,13 | 30,10 | 30,13 | 30,13 || 30,42 | 30,41 | 30,43 | 10.42 
Gesamt n/10 HCl . | 30,00 ; 30,00 | 30,00 | 30,00 ! 30,00 | 30,00 | 30,00 2000 
Differenz `... .. : 013: 010 0,13| 0,13, 042| 041| 043| 0,42 


Mit Na Br- Zusatz. 
Zurücktitriert mit | | | | 
n/10 NaOH .. 9,99 | 10,02 | 10,02 | 10,03 | 10,27 | 10,22 | 10,26 10,23 
Gesamtn/l0NaOH : 29,99 : 30,02 | 30,02 | 30,03 30,27 | 30,22 | 30,26 30,23 





Gesamt n/10 HCI. ` 30,00 30.00 30,00 | 30,00 ' 30,00 | 30,00 | 30,00 : 30,00 
Differenz `... 0,01 002 002, 0,03; 0,27, 022] 0236| 0,23 


Ammoniumsulfat, -nitrat und -chlorid. 

Das beschriebene Verfahren ist der Hauptsache nach bei Harnstoff 
versucht worden, da sich hier, wie bereits angedeutet wurde, der Fall 
kompliziert. Versuche, die mit Ammoniumsulfat, Ammoniumnitrat 
und Ammoniumchlorid zur Ausführung gelangten, wobei ebenfalls 
sowohl der ‚warme Weg“ wie auch: der ‚sogenannte kalte Weg“, und 
dabei wieder einerseits mit gesältigtem Bromwasser, andererseits auch 
mit n/10 oder n/2 Bromlauge, durchgeführt wurden, zeigten die An- 
wendungsmöglichkeit der alkalimetrischen Hypobromitmethode auch 
für die Ammoniakbestimmung. Einige Versuche werden im nach- 
folgenden wiedergegeben. (Versuchsreihe 6, 7, 8.) 


Harnstoffbestimmung. 125 


Versuchsreihe Gi. Ammoniumsulfat. 





Einwage | Versuch 0/4 N berechnet 21,21 
aus einer Stammfösung x ccm n|l0 NaOH | _ Leerversuch 2 gefunden: 


























Versuche bei gewöhnlicher ` Temperatur. (5 Minuten.) 















































| 27,90 19,33 
30 cem = 0,050 59 g 40 ccm | 29,15 20,18 
| 30.08 20,80 

Versuche bei höherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade.) 
| 18,87 21,31 
10 ccm = 0,031 012g 30 ccm 18,56 20,96 
| | 18,82 21,26 
28,24 21,26 
1l5ccm = 0,046 518 g 40ccm Ä 28,31 | 21,32 
28,20 | 21,23 

Ammoniumnitrat. 

Einwsge in RES EE Op N berechnet 17,57 
aus a Stammfösung ME ccm n[10 NaOH GE ee e Feiere ” 
= Versuche bei höherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade.) 

685 | 17,77 
10 ccm = 0,013 504 g 40 ccm 6,85 | 17,77 
| 6,97 18,08 
| 13,51 17,56 
20 ccm = 0,027 003 g 40 ccm 13,58 17,61 
13,66 | 17,71 
20,35 17,58 
30 cem = 0,040 51 g 40 cem 20,26 17,51 
| 20,26 17,51 
Ammoniumchlorid. 
Ein V h | 0% N berechnet 26,19 
aus Siner. e | cem n10 NaOH | _ Leerversuch ? GE 

















` Versuche bei höherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade.) 


13,00 26,35 
10 cem = 0,017 28 g | 40ccm 12.97 26,29 
| | 12,99 26,33 


Versuchsreihe 7. &) Leerversuch. 
Als Leerversuch diente der Leerversuch der Versuchsreihe 1 (s. oben). 
b) Versuche mit Ammoniumsulfat. 











; | 
Zum 
Einwage in g Zurücktitrieren | ` Wee ch 


N in h 
Gefunden g | t 2121 Fehler 
Ammonsulfat | verbraucht SS cem nIIONaOH | berechnet 21,2 


Ammonsulfat | gefunden: in Dh N 


Versuche bei gewöhnlicher Temperatur. (3 Minuten. y 
0,0404 | 53,92 24,71 | 0,0408 | 21,42 2 +0,99 
0,0482 58,77 29,56 0,0488 21,48 | +1,02 

















1) 1 Mol NH, entspricht 3 Mol NaOH; 1 Mol NH,CI entspricht 
4Mol NaOH. 
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Versuchsreihe 8. 
a) Leerversuch. 
Als Leerversuch diente der Leerversuch der Versuchsreihe 2 (s. oben). 
b) Versuche mit Ammonsulfat. 








Zum , 
S ; Versuch | N in ° 
Einwage in g Zurücktitrieren | = Gefunden g Febler 
Ammonsulfat | verbraucht ccm ' SÉ POST Ammonsulfat berechnet 21.2 i | in Oe N 





n/l NaOH 





Versuche bei gewöhnlicher Temperatur. (3 Minuten.) 
0,2136 32,17 13,03 | 0,2152 21,32 | 0,52 
0,2129 32,06 12,92 0,2143 21,31 0,47 


Wie die angeführten Versuche zeigen bei den Ammonium- 
salzen und beim Harnstoff, fielen die Ergebnisse, die bei höherer 
Temperatur durchgeführt wurden, in vielen Fällen etwas zu hoch 
aus, was wahrscheinlich auf einem größeren Hypobromitzerfall beruht. 
Die Resultate fallen übereinstimmend richtig nur dann aus, wenn 
man unter den möglichst gleichen Versuchsbedingungen arbeitet. 
Ändert man diese auch nur im geringen Maße gegenüber den Bedin- 
gungen des Leerversuches, so zeigen sich schon Versuchsfehler, indem 
meistens zu hohe und auch untereinander nicht übereinstimmende 
Resultate erhalten werden. 


Harnstoffnitrat. 

Es soll in dieser Mitteilung auch das entsprechende Verhalten 
des Harnstoffnitrats angeführt werden, und zwar nicht nur, weil dieser 
Verbindung eine gewisse technische Bedeutung zukommt, sondern 
auch, weil es sich hier um Amino- und Nitraistickstoff handelt. Die 
Ergebnisse sind in der Versuchsreihe 9 zusammengestellt. 


Versuchsreihe 91). 
Versuche mit Harnstoffnitrat. 


Einwage in g Harnstoffnitrat 





Versuch | 0h Harnstoff«N ne 22,72 











ccm n/10 NaOH | 














aus einer Stammlösung — Leerversuch gefunden: 
Versuche bei höherer Temperatur. (5 Minuten auf dem Wasserbade.) 
| | 10,01 22,66 
10 ccm = 0,017 68 g- 20 ccm 10,01 22,66 
| 10,00 22,63 
| 
| 30,26 22,85 
30 cem = 0,053 058 g 50 ccm 30,48 Ä 22,99 
| 30,40 22,93 


1) Bei der Berechnung des Alkaliverbrauchs bei Versuchen mit Harn- 
stoffnitrat kommen natürlich 7 Mol NaOH in Betracht, und zwar auf 1 Mol 
Harnstoff 6MolNaOH und 1 Mol NaOH für 1 Mol HNO, 
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Wir haben auch bei anderen stickstoffhaltigen Verbindungen (z. B. 
Guanidin- und Rhodansalzen, Biuret, Oxamid) die ‚„alkalimetrische 
Hypobromitmethode‘“ überprüft und werden in einem anderen Zu- 
sammenhang darüber berichten. 


Schlußbemerkungen. 

Der Verlauf der Reaktion zwischen Ammoniak bzw. Harnstoff 
und Hypobromit kann auch durch folgende Schreibweise der Reaktions- 
gleichungen gekennzeichnet werden: 

2NH, +6 NaOH + 3 Br, = 6 NaBr + 6 HILO + N, 

COON H) + 6 NaOH + 3 Br, = 6 NaBr + 5 H0 + CO, + N3. 

Es ist ersichtlich, daß auf diese Weise, insbesondere wenn wir 
den komplizierteren Fall des Harnstoffs in Betracht ziehen, sämtliche 
vier bisher eingeschlagenen analytischen Wege zum Vorschein kommen. 

1. Azotometrisches Verfahren (Messung des Stickstoffs). 

2. Jodometrisches Verfahren (Messung des Broms). 

3. Kohlensäure-Verfahren (Messung der Kohlensäure). 

4. Alkalimetrisches Verfahren (Ermittlung des Alkaliverbrauchs). 

5. Aus der Gleichung ergibt sich eigentlich ein weiterer noch 
nicht beschrittener Weg, nämlich der der Bestimmung des Natrium- 
bromids [unter Berücksichtigung eines Leerversuches!)]. 

Das beschriebene alkalimetrische Hypobromitverfahren führt nicht 
nur bei Ammoniak, sondern, was wichtiger ist, auch bei Harnstoff zu 
günstigen Resultaten. Außerdem leistet die Methode gute Dienste 
für die Deutung des Stickstoffausfalls bei der azotometrischen Hypo- 
bromitmethode. Wir werden in Kürze über Versuchsergebnisse einer 
diesbezüglichen Studie berichten. 


1) Es könnte dabei das jodometrische Verfahren von Ditz und 
Margosches herangezozen werden. 


Blutgasanalysen. 


XIII. Mitteilung. 
Der Einfluß von «-Strahlen auf Hämoglobin und Blutkörperchen. 


Von 
H. Straub und Kl. Gellwitzer-Meier. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universität Greifswald.) 
(Eingegangen am 24. Dezember 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Unsere Untersuchungen!) über die Kohlensäurebindungskurven 
von hämolysiertem Blute und von Suspensionen menschlicher roter 
Blutkörperchen in isotonischen Salzlösungen haben uns zu der Vor- 
stellung geführt, daß der Verlauf dieser Kurve weitgehend durch 
die elektrischen Ladungen der Phasengrenze beeinflußt wird. Bei 
geeigneter und schonender Behandlung der Lösungen führt das Ver- 
halten der Phasengrenzkräfte zum Auftreten charakteristischer Un- 
stetigkeiten der Kohlensäurebindungskurven bei Wasserstoffzahlen der 
Suspensionsflüssigkeit, die durch die Versuchsbedingungen eindeutig 
definiert sind. Nur dann, wenn durch entsprechende Versuchsanordnung, 
z.B. durch Suspension in isotonischer Rohrzuckerlösung oder durch 
Durchleiten konstanten oder faradischen Stromes durch die Lösung 
die Doppelschicht an der Phasengrenze zerstört wird, ergibt sich ein 
stetiger Verlauf der Kohlensäurebindungskurve, der sich mit den 
Formeln des Massenwirkungsgesetzes formal in Einklang bringen läßt. 
Unsere bisherigen Untersuchungen haben eine Reihe von Faktoren 
aufgedeckt, die den Entladungsvorgang des Hämoglobins und der 
Blutkörperchen begünstigen, so daß die den Entladungsvorgang an- 
zeigende Unstetigkeit der Bindungskurve schon bei mehr basischer 
Reaktion auftritt. In unseren früheren Mitteilungen haben wir eine 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 89, 156, 1918; 90, 305, 1918; 
98. 205, 1919; 98, 228, 1919; 109, 47, 1920; 111, 45 und 67, 1920. 
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Reihe von Gründen beigebracht, die für die Deutung der von uns beob- 
achteten Änderungen des Verlaufs der Kohlensäurebindungskurve im 
Sinne eines Entladungsvorgangs sprechen. In einer der früheren 
Mitteilungen haben wir auch gezeigt, warum das scheinbar eindeutigste 
Verfahren zu endgültiger Entscheidung der Frage, nämlich der Kata- 
phoreseversuch, im vorliegenden Falle versagt. Der zur Prüfung der 
Wanderungsarichtung im elektrischen Potentialgefälle notwendige Durch- 
gang konstanten Stromes durch die zu untersuchende Lösung übt 
nämlich nach unseren Feststellungen eine polarisierende Wirkung auf 
die Phasengrenze aus und verändert dadurch die zu prüfende Eigen- 
schaft der elektrischen Doppelschicht der Phasengrenze. Dagegen 
muß es unschwer gelingen, die negativ geladenen Hämoglobinpartikel- 
chen oder die intakten roten Blutkörperchen durch Beschießung mit 
positiv geladenen «-Strahlen zu entladen. Tritt unter der Einwirkung 
von «-Strahlen dieselbe Änderung der Bindungskurve ein, wie wir sie 
als Begünstigung des Entladungsvorgangs in unseren früheren Ver- 
suchen aufgefaßt hatten, so kann unsere Deutung dieses Kurven- 
verlaufs als eines Ausdrucks der Ladungsvorgänge an der Phasengrenze 
als erwiesen gelten. Durch eine Reihe von Versuchen haben wir uns 
überzeugt, daß diese Annahme zutrifft. 

Zwei verschiedene «&-Strahler fanden zu diesen Versuchen Ver- 
wendung. Beide verdanken wir der Liebenswürdigkeit von Herrn 
Professor Herweg, damals Assistent am physikalischen Institut der 
Universität Halle a. S., dem wir auch an dieser Stelle für seine freund- 
liche Unterstützung bestens danken. Bei den ersten Versuchen be- 
nutzten wir gasförmige Radiumemanation. Das in einer fest ver- 
schlossenen Gilasflasche über einer stark radioaktiven Lösung eines 
Radiumsalzes stehende Gas wurde vorsichtig in eine etwa 100 ccm 
isotonischer Kochsalzlösung haltende Flasche übergesaugt und durch 
Schütteln in dieser zu möglichst ausgiebiger Absorption gebracht. 
Die so stark radioaktiv gemachte Kochsalzlösung wurde teils unver- 
dünnt, teils mit gewöhnlicher Kochsalzlösung verdünnt zu den Ver- 
suchen verwendet, indem gewaschene rote Blutkörperchen in ihr 
suspendiert wurden. Die gasförmige Radiumemanation ist ein reiner 
«Strahler. Sie zerfällt ziemlich rasch, ihre Halbwertszeit beträgt 
3,85 Tage. Da also die Strahlungsintensität, d. h. die Zahl der 
&-Emissionen, sehr rasch abnimmt, sobald das Gas von der radioaktiven 
Lösung abgetrennt ist und sich nicht stets erneuern kann, mußten die 
Versuche so rasch wie möglich nach Herstellung der radioaktiven 
Lösung beendigt werden. Dann konnte man auch sicher sein, daß sich 
noch nicht in nennenswerten Mengen solche Zerfallsprodukte der 
Emanation gebildet hatten, die andere Strahlen aussenden. Der erste 
der drei mit diesem Präparat angestellten Versuche wurde 6 Stunden 
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nach Herstellung der Lösung angestellt, der zweite 24, der dritte 
30 Stunden nach der Bereitung. Die Voraussetzung, daß es sich bei 
den Versuchsergebnissen um reine Wirkung von «-Strahlen von aus- 
reichender Intensität handelt, ist durch diese Versuchsanordnung 
ausreichend erfüllt. Die Blutkörperchen waren in der mit radioaktivem 
Gas gesättigten Kochsalzlösung suspendiert, kamen also mit den 
Strahlern in unmittelbare räumliche Berührung. 

In einer zweiten Versuchsreihe verwendeten wir als «-Strahler 
das Radium F (Polonium), das ebenfalls ein reiner «-Strahler ist und 
durch einmalige «&-Strahlenemission in das nicht mehr nachweislich 
radioaktive Radiumblei zerfällt. Das Auftreten anderer Strahlenarten 
als der verlangten «-Strahlen war also durch diese Versuchsanordnung 
vollkommen ausgeschlossen. Das Radium F wurde von Herrn Professor 
Herweg aus der radioaktiven Lösung elektrolytisch bei geeigneter 
Spannung des elektrolysierenden Stromes (1 Volt) auf einem Platin- 
draht niedergeschlagen. Da das Polonium sehr langlebig ist (Halb- 
wertszeit 136 Tage), war eine in Betracht kommende Abschwächung 
der Strahlung während der Versuchsdauer nicht zu befürchten, da der 
letzte unserer Versuche am 26. Tage nach Herstellung des Polonium- 
niederschlags angestellt wurde. Der mit dem radioaktiven Element 
beschickte Platindraht wurde an einem Drahtbügel in die Achse des 
bei unseren Versuchen gebrauchten Tonometers gebracht, in dem die 
Blutlösungen mit Atmosphären bekannter Kohlensäurespannung in 
Gleichgewicht gebracht wurden. Durch besondere Versuchsanordnung 
mußte darauf Bedacht genommen werden, daß die Lösung von den 
a-Strahlen getroffen. wurde. In Luft von 15° und 760 mm Barometer- 
druck beträgt nämlich die Reichweite der von Radium F emittierten 
«-Strahlen nur 3,85 cm. Wir verwendeten deshalb zu diesen Versuchen 
ein besonderes zylindrisches Tonometer von nur 3cm Durchmesser 
im Lichten. Da sich der radioaktive Draht in der Achse dieses Tono- 
meters befand, erfolgte also die Bestrahlung durch eine Luftschicht 
von knapp 1%, cm hindurch. Die «-Strahlen dringen in die Flüssigkeit 
fast gar nicht ein, sondern werden schon in den oberflächlichsten 
Schichten absorbiert. Es mußte deshalb dafür gesorgt werden, daß 
sich dem strahlenden Draht nur eine sehr dünne Flüssigkeitsschicht 
gegenüber befand und daß die Oberfläche dieser Flüssigkeitsschicht 
ständig wechselte. Bei Rotation des horizontal liegenden Tonometers 
im Wasserbade war diese Bedingung vorzüglich erfüllt, da sich die 
Flüssigkeit in ganz dünner Schicht in einem Kreisring um die Innen- 
fläche der Tonometerwand herumlegte und bei der Rotation ihre Ober- 
fläche ständig und sehr rasch veränderte. So war dafür gesorgt, daß 
alle in der Flüssigkeit befindlichen Teilchen sehr rasch und sehr gleich- 
mäßig in den Wirkungsbereich der «-Strahlen gelangten. 
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I. Die Wirkung von Emanation auf rote Blutkörperchen. 


In einem Versuche, der 24 Stunden nach Bereitung der radioaktiven 
Lösung angestellt wurde, suspendierten wir in physiologischer Koch- 
salzlösung mehrfach vorgewaschene menschliche Erythrocyten in einer 
Verdünnung unserer radioaktiven Lösung mit 4 Teilen isotonischer 
Kochsalzlösung. (Tabelle 1, Abb. 1, Punkte, gestrichelte Kurve.) 
Die Kurve verläuft so, als wären die Blutkörperchen in gewöhnlicher, 
nicht radioaktiver Kochsalzlösung suspendiert. Die Unstetigkeit, der 
Knick der Bindungskurve liegt wie in unseren früheren Versuchen 
mit gewöhnlicher Kochsalzlösung bei der Wasserstoffzahl po = 6,67. 
Der Zusatz der Emanation in dieser Konzentration ist also ohne jeden 
Einfluß auf den Verlauf der Bindungskurve. Bei dem zweiten Versuche, 
der 6 Stunden nach Herstellung der radioaktiven Lösung angestellt 

Au 
RE 


Ka 


669 









el 


= 


SIR 
f} " e 


Ai 40, 60 
CO, - Spannung 





er 
A 


H 





120 0 
Abb. 1. 


Koblenssurebindungskurven von Suspensionen roter Blutkörperchen in isotonischer Kochsalz» 

lösung mit Zusatz von Radiumemanstion. Tabelle 1 bis 3. Abszisse: Kohlensäurepartialdruck 

in Millimetern Hg. Ordinate: Kohlensäurekapazität in Volumprozenten. Schraffiertes Dreieck 

am Unterrande: physikalisch absorbierte Kohlensäure. Die von der linken unteren Ecke aus, 
gehenden Kurven veroinden Punkte gleicher Wasserstoffionenkonzentration. 


wurde, wurden die gewaschenen Blutkörperchen in einer Verdünnung 
1:2 der radioaktiven mit gewöhnlicher Kochsalzlösung suspendiert. 
Da der Versuch früher nach Bereitung der radioaktiven Lösung an- 
gestellt wurde, war diese noch stärker aktiv als in den späteren Ver- 
suchen, die Radioaktivität darf also in diesem Versuche fast doppelt 
so stark angenommen werden, als in dem vorangehenden. Der Versuch 
(Tabelle 2, Abb. 1, stehende Kreuze, ausgezogene Kurve) läßt nun 
einen deutlichen Einfluß der «-Strahlen auf den Verlauf erkennen. 
Die Entladung ist deutlich begünstigt, sie tritt viel früher, nämlich 
schon bei Ze = 6,87 auf. Nach Überschreitung des Knicks verläuft 
die Bindungskurve längere Zeit so weiter, daß nur durch physikalische 
Absorption entsprechend dem steigenden Partiardruck weitere Kohlen- 
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säure in die Lösung geht. Bei py = 6,63 tritt dann der zweite Knick 
auf, den wir früher als den Ausdruck positiver Aufladung aufgefaßt 
hatten. Da wir diesen Knick in unseren früheren Versuchen mit Suspen- 
sionen von Blutkörperchen in nicht radioaktiver isotonischer Koch- 
salzlösung bei Wasserstoffzahlen bis 6,46 noch nicht hatten auftreten 
sehen, ist also nicht nur der Verlust der negativen Ladung, sondern 
auch die positive Aufladung durch die «-Strahlen der Radiumemanation 
begünstigt. In dem dritten Versuche endlich, der 30 Stunden nach 
Herstellung der radioaktiven Lösung angestellt wurde, gebrauchten 
wir die unverdünnte aktive Lösung zur Suspension der Blutkörperchen. 
Trotz des inzwischen eingetretenen Verlustes an Aktivität ist demnach 
in diesem Versuche noch immer die stärkste aktive Lösung vorhanden. 
Die Kurve (Tabelle 3, Abb.1, liegende Kreuze, punktierte Kurve) 
verläuft nun bis zu den höchsten untersuchten Werten, nämlich bis 
zu der Wasserstoffzahl pa = 6,65 vollkommen stetig. Es ist vielleicht 
kein Zufall, daß sie in ihrem Verlaufe gerade die oberen Eckpunkte 
der beiden Knicke der vorhergehenden Kurve berührt und so den Winkel 
jedes der beiden Knicke gerade ausgleicht. Dieser stetige Verlauf ist 
es, der in eine dem Massenwirkungsgesetz ensprechende Formel ge- 
bracht werden könnte. Ebensolche Kurven hatten wir erhalten, wenn 
wir Suspensionen von Blutkörperchen in nicht radioaktiven Kochsalz- 
lösungen vor der Analyse mit konstantem oder faradischem Strom 
durchströmten, oder wenn wir statt der Kochsalzlösung zur Suspension 
isotonische Rohrzuckerlösung verwendeten. Wir hatten in diesen 
Versuchen den Kurvenverlauf als Ausdruck dafür aufgefaßt, daß die 
an der Phasengrenze angenommene elektrische Doppelschicht gestört 
und dementsprechend der Entladungsvorgang begünstigt wird, so 
daß dieser nun nach Art des Massenwirkungsgesetzes erfolgt. Wir 
sehen nun, daß unter dem entladenden Einfluß der «-Strahlen derselbe 
Kurvenverlauf wieder auftritt. Die drei Versuche ergeben also einen 
je nach der Konzentration der radioaktiven Lösung abgestuften Einfluß. 
Schwache Lösung ist ganz ohne Einfluß auf den Kurvenverlauf. Ganz 
dasselbe hatten wir auch bei Prüfung des Einflusses verschiedener 
Kationen auf den Kurvenverlauf gefunden. Wenn wir nur wenige 
Natriumionen der Suspensionsflüssigkeit durch andere Kationen ersetzt 
hatten, blieb eine Wirkung auf den Kurvenverlauf aus. Stärker kon- 
zentrierte radioaktive Lösung begünstigt den Entladungsvorgang und 
die positive Aufladung. Beide Unstetigkeiten der Bindungskurve 
treten schon bei basischerer Reaktion auf. Durch konzentrierte Lösung 
endlich wird die Doppelschicht von vorn herein entladen, und die 
Kurve nimmt nun den stetigen, ungeknickten Verlauf, der zu erwarten 
wäre, wenn das Massenwirkungsgesetz auf diese Vorgänge anwendbar 
wäre. 
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II. Die Wirkung der «-Strahlen von Radium F (Polonium) 
auf rote Blutkörperchen. 


Setzt man eine Suspension roter Blutkörperchen in nicht radio- 
aktiver isotonischer Kochsalzlösung 25 Minuten der Wirkung der 
Poloniumemissionen aus (Tabelle 4, Abb. 2, Punkte, ausgezogene 
Kurve), so verändert sich der Kurvenverlauf eindeutig. Die Kurve 
beginnt wie bei nicht bestrahlten Suspensionen, indem sie zunächst 
rasch ansteigt, um bald in eine Richtung einzubiegen, die eine Mehr- 
bindung fast ausschließlich durch physikalische Absorption anzeigt. 
Aber schon bei der Wasserstoffzahl 7, = 6,91 tritt der Knick auf, 
der die Entladung anzeigt. Über ein längeres Kurvenstück wird dann 
Kohlensäure nur entsprechend der physikalischen Absorption gebunden 
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Kohlensäurebindungskurven von Suspensionen roter Blutkörperchen in isotonischer Kochsalz: 
lösung, nach Bestrahlung mit Radium F. Tabelle 4 bis 8. 


bis bei der Wasserstoffzahl 6,68, also wiederum sehr vorzeitig, der zweite 
Knick auftritt, den wir als den Ausdruck positiver Aufladung betrachten. 
Genau denselben Kurvenverlauf ergibt ein zweiter Versuch (Tabelle 5, 
Abb. 2, stehende Kreuze, strichpunktierte Kurve), bei dem die Suspen- 
sion 30 Minuten lang bestrahlt wurde. Die beiden Knicke liegen bei 
Pa = 6,88 (6 Punkte) und 6,68, also an übereinstimmender Stelle wie 
im vorangehenden Versuche. Wird dagegen die Blutkörperchen- 
suspension vor Beginn des Versuchs länger, 2 Stunden, bestrahlt, 
so nimmt die Bindungskurve einen anderen Verlauf. Sie steigt jetzt 
wesentlich allmählicher an, bleibt dann aber in ihrer gleichmäßig an- 
steigenden Richtung, statt in die kaum ansteigende Richtung einzu- 
biegen, die in den vorangehenden Versuchen eine fast rein physikalische 
Absorption angezeigt hatte (Versuch 6, Abb. 2, liegende Kreuze, punk- 
tierte Kurve). Wieder geht die Kurve, wie wir das schon bei den Ver- 
suchen mit Emanation gefunden hatten, gerade am oberen Ende des 
ersten Knicks vorbei. So bleibt die Kurve, stetig weiter ansteigend, 
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bis zur Wasserstoffzahl p,, = 6,70, um dort unstetig anzusteigen. An 
der Stelle also, wo die beiden kurz bestrahlten Kurven den zweiten 
Knick gezeigt hatten, ist in dieser länger bestrahlten Blutprobe eben- 
falls noch ein Knick vorhanden, den wir demnach als den Ausdruck 
der unstetigen positiven Aufladung der Körperchen auffassen müssen. 
Bei etwas längerer Bestrahlung, 21, Stunden (Versuch 7, Abb. 2, 
Ringe, gestrichelte Kurve), scheint auch diese Aufladung stetig, nicht 
mehr mit einem Knick der Bindungskurve zu verlaufen. Die Kurve 
läuft nur unbedeutend tiefer als die vorangehende, dieser vollkommen 
parallel, indem sie beide Knicke stetig überbrückt und stetig weiter- 
läuft, dauernd stark ansteigend, bis zu dem höchsten analysierten 
Werte, der bei po = 6,66 liegt. Auf genau derselben Kurve wie in 
diesem Versuche liegen auch die Werte des nächsten (Versuch 8, Abb. 2, 
Pfeile) die nicht bis zu hohen Kohlensäurespannungen, sondern nur 
bis zur Wasserstoffzahl pe = 6,82 verfolgt wurden. Die Ergebnisse 
dieser Versuche über die Wirkung der Strahlen von Radium F auf 
Blutkörperchensuspensionen in physiologischer Kochsalzlösung stimmen 
also mit den bei Bestrahlung durch Emanation erhaltenen vollkommen 
überein. Bei kurzdauernder Bestrahlung ergibt sich eine Verschiebung 
der Unstetigkeit der Bindungskurve auf bedeutend basischere Werte, 
also eine Begünstigung der Entladung und ein ebenfalls vorzeitiges 
Auftreten der zweiten Unstetigkeit, die eine positive Aufladung der 
zuerst negativ geladenen, dann entladenen Blutkörperchen anzeigt. 
Bei länger dauernder Bestrahlung wird die negative Ladung der Blut- 
körperchen an der Phasengrenze von Anfang an zerstört, die Kurve 
überbrückt die erste Unstetigkeit stetig, indem der Kurvenverlauf 
einen den Formeln des Massenwirkungsgesetzes entsprechenden Gang 
bekommt. Die positive Aufladung dagegen erfolgt noch unstetig bei 
derselben Wasserstoffzahl wie in den kurz bestrahlten Proben. Erst 
bei noch länger fortgesetzter Bestrahlung scheint auch die positive Auf- 
ladung einen stetigen Verlauf zu bekommen, indem auch der zweite 
Knick nunmehr überbrückt wird. 


III. Die Wirkung der «-Strahlen von Radium F (Polonium) 
auf die Kohlensäurebindungskurve hämoliysierten Blutes. 

Genau in derselben Weise, wie das in den vorangehenden Ver- 
suchen mit Blutkörperchensuspensionen in physiologischer Kochsalz- 
lösung geschehen war, wurde in den nunmehr zu schildernden Ver- 
suchen durch Saponin hämolysiertes Blut der Wirkung der «-Strahlen 
von Radium F ausgesetzt. An nicht bestrahltem Hämolyseblut zeigt 
die Kohlensäurebindungskurve je eine Unstetigkeit bei den Wasser. 
stoffzahlen pe = 7,00 und 6,391). Bei den hier mitgeteilten Be- 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918. 
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strahlungsversuchen haben wir uns mit der Feststellung des Verlaufs 
der Bindungskurve im Bereich der ersten Unstetigkeit begnügt und 
den Verlauf nicht bis zu so sauern Werten verfolgt wie in den früheren 
Versuchen, da sich dies, wie die Versuchsergebnisse zeigen, als über- 
flüssig erwies. Im ersten Versuch (Versuch 9, Abb. 3, Kreuzringe, 
punktierte Kurve) wurde das hämolysierte Blut im Tonometer nur 
20 Minuten bestrahlt und dann der radioaktive Draht entfernt. Die 
Kurve verläuft von allem Anfang an durchaus abweichend von dem 
an nicht bestrahlten Proben gefundgnen Verlauf, vielmehr allmählich 
und gleichmäßig ansteigend, ohne in eine nahezu horizontale Richtung 
einzubiegen. Die kritische Wasserstoffzahl von mu = 7,00 wird stetig 
überschritten, und zwar in einer Höhe von etwa 76Vol.-Proz. Kohlen- 
säuresättigung, also bei einer rege die wir in unseren 
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Abb. 3. 
Kohlensäurebindungskurven von hämolysiertem Blut nach Bestrahlung mit Radium F. 
Tabelle 9 bis 13, 
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früheren Versuchen an nicht bestrahlten Proben als dem oberen Ende 
der dort auftretenden Unstetigkeit entsprechend gefunden hatten. 
Sehon bei so kurz dauernder Bestrahlung ist also an Stelle der Un- 
stetigkeit ein stetiger Kurvenverlauf getreten. Auch weiterhin verläuft 
die Bindungskurve stetig, leicht ansteigend, bis zu der Wasserstoff- 
zahl pu = 6,78, bei der nun plötzlich eine unstetige Mehrbindung von 
Kohlensäure erfolgt. Der Kurvenverlauf läßt keinen Zweifel darüber, 
daß es sich hier um den zweiten Knick handelt. Wie bei den Blut- 
körperchensuspensionen, so erfolgt also auch am hämolysierten Blut 
zunächst noch bei kurzdauernder Bestrahlung die positive Aufladung 
unstetig, sprungweise, auch wenn die Entladung schon einen stetigen 
Verlauf nimmt. Im Versuch 10 wurde die Bestrahlung über längere 
Zeit, 1 Stunde, ausgedehnt (Abb. 3, Punkte, punktierte Kurve). Die 
gewonnenen Werte liegen im Rahmen der Fehlerbreite der Methode 
auf derselben Kurve wie die des vorangehenden Versuchs. Wieder 
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wird der erste Knick stetig überbrückt, wieder ist die zweite Unstetigkeit 
noch erhalten und liegt bei derselben Wasserstoffzahl wie im voran- 
gehenden Versuche (Py = 6,77). Wird die Bestrahlung auf 5 Stunden 
ausgedehnt (Versuch 11, Abb. 3, Ringe, ausgezogene Kurve), so ergibt 
sich wiederum ein vollkommen stetiger Kurvenverlauf, wobei die 
Kurve nur unbedeutend niedriger liegt als die vorangehenden. Der 
Versuch 12, bei dem ebenfalls 5 Stunden lang bestrahlt wurde, gibt 
einen eine Spur steiler ansteigenden Kurvenverlauf; vermutlich war 
das verwendete Blut abnorm reich an Hämoglobin. Der letzte bestimmte 
Punkt liegt bei pe = 6,79, und es bleibt zweifelhaft, ob er noch im 
stetigen Kurvenzuge liegt oder als Ausdruck der Unstetigkeit zu be- 
trachten ist, die in den Versuchen 9 und 10 an dieser Stelle beobachtet 
wurde. Leider wurde die Kurve nicht weiter verfolgt. Der Versuch 13 
endlich (Abb. 3, Pfeile, ausgezogene Kurve), bei dem 6 Stunden lang 
bestrahlt wurde, läßt keinen Zweifel, daß bei ausreichend langer Be- 
strahlung auch die zweite Unstetigkeit verschwindet, so daß auch die 
positive Aufladung stetig erfolgt. Der Kurvenverlauf wurde in diesen: 
Versuch bis zu der Woasserstoffzahl 6,68 verfolgt. 

Genau wie bei den Waschversuchen ergibt sich also auch bei den 
Versuchen an hämolysiertem Blute, daß zunächst durch kurzdauernde 
Bestrahlung der Ladungsvorgang in der Weise begünstigt wird, daß 
an Stelle des ersten Knicks ein stetiger Kurvenverlauf tritt, der die 
Stufe des Knicks überbrückt. Der zweite Knick, der als Ausdruck 
positiver Aufladung aufgefaßt wird, tritt schon bei De = 6,78 auf, 
die Aufladung wird also begünstigt. Bei ausreichend langdauernder 
Bestrahlung wird schließlich auch diese zweite Unstetigkeit stetig 
überbrückt, der zweite Knick aufgehoben. 

Unsere mit zwei verschiedenen «&-Strahlern, Emanation und 
Radium F, und an zwei Objekten, nämlich an Hämoglobin und an 
gewaschenen roten Blutkörperchen, angestellten Versuche haben also 
durchaus übereinstimmend das erwartete Ergebnis gehabt. Die 
a-Strahlen, die bekanntlich aus zweifach positiv geladenen Helium- 
kernen bestehen, wirken auf die negativ geladenen Hämoglobinpartikel 
und auf die ebenso geladenen roten Blutkörperchen entladend. Durch 
diesen Entladungsvorgang wird die charakteristische zweimalige Un- 
stetigkeit der Kohlensäurebindungskurve beeinflußt. Bei kurzdauernder 
oder schwacher Bestrahlung treten zunächst beide Unstetigkeiten bei 
` deutlich basischeren Werten auf als an unbestrahlten Proben. Der 
Entladungsvorgang ebenso wie der Vorgang der positiven Aufladung 
werden also begünstigt. Bei intensiverer Bestrahlung wird zunächst 
der erste Knick beseitigt. An seine Stelle tritt ein stetiger Kurven- 
verlauf, während die zweite Unstetigkeit, der Ausdruck der positiven 
Aufladung, noch erhalten bleibt. Bei noch stärkerer Bestrahlung 
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endlich wird auch die zweite Unstetigkeit beseitigt. Auch der Vorgang 
der Aufladung wird nun stetig. Als Angriffsort der Wirkung der 
«-Strahlen nehmen wir die elektrische Doppelschicht an der Phasen- 
grenze an. Die Wirkung der schwächeren Bestrahlung fassen wir als 
eine Verminderung des Phasengrenzpotentials durch Herabsetzung 
der negativen Beladung der inneren Fläche der Doppelschicht auf. 
Den bei stärkeren Bestrahlungen gefundenen stetigen Gang der Bin- 
dungskurve fassen wir als den Ausdruck der völligen Aufhebung des 
Grenzpotentials auf. Mit Beseitigung der Doppelschicht können nun 
die Vorgänge der Entladung und Ladung ebenso vor sich gehen, wie 
das nach der Theorie der elektrolytischen Dissoziation zu erwarten 
wäre, d. h. entsprechend der Formulierung des Massenwirkungsgesetzes. ` 
Da die Bindungskurve vor der Bestrahlung diesen stetigen Gang nicht 
aufweist, sehen wir in unseren Untersuchungen einen neuen Beweis 
für die große Bedeutung der elektrischen (Helmholtzschen) Doppel- 
schicht an der Phasengrenze für die Deutung dieser Vorgänge. An die 
Eigenschaften dieser Doppelschicht glauben wir eine Reihe der wich- 
tigsten Lebensvorgänge gebunden, da sich die von uns beobachteten 
Vorgänge gerade in dem biologisch wichtigen Gebiete der Wasserstoff- 
ionenkonzentration abspielen. 


Zusammenfassung. 

Die Wirkung der positiv geladenen «-Strahlen der Radiumemana- 
tion und des Radiums F (Polonium) auf Hämoglobin und auf Suspen- 
sionen roter Blutkörperchen in isotonischer Kochsalzlösung ergibt 
eine charakteristische Veränderung der Kohlensäurebindungskurve. 
Die beiden an unbestrahlten Lösungen beobachteten Unstetigkeiten 
treten nach schwacher Bestrahlung bei basischerer Reaktion auf als 
an den unbestrahlten Proben. Bei intensiverer Bestrahlung wird zu- 
nächst die erste, bei noch stärkerer Bestrahlung schließlich auch die 
zweite Unstetigkeit durch einen stetigen Kurvenverlauf überbrückt. 

Die positive &-Strahlung begünstigt also sowohl die Entladung 
als die positive Aufladung der ursprünglich negativ geladenen dispersen 
Phase. Die Übereinstimmung des Kurvenverlaufs mit den bei früheren 
Untersuchungen als Folgen bestimmter Eingriffe beobachteten Kurven 
bestätigt unsere damals gegebene Deutung dieses Kurvenverlaufs. 

Als Angriffsort der Wirkung der «-Strahlen betrachten wir die 
elektrische Doppelschicht an der Phasengrenze. Erst nach deren Ver- 
nichtung ergibt sich ein stetiger Verlauf der Bindungskurve, wie er 
nach dem Massenwirkungsgesetz zu erwarten wäre. Das Vorhandensein 
der Unstetigkeit bei Verhältnissen, die den physiologischen weitgehend 
entsprechen, beweist die große biologische Bedeutung der elektrischen 
Doppelschicht an der Phasengrenze für wichtige Lebensvorgänge. 
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Versuehsprotokolle. 

L Blutkörperchen, gewaschen in isotonischer NaCl-Lösung + Ema- 
nation 4: 1. 24 Stunden nah Bereitung der radioaktiven Lösung. Abb. 1, 
Punkte, gestrichelte Kurve. 

CO,-Spannung . . 40,5 60,5 100,9 135,5 164,6 193,2 232,5 

CO,-Kapazität . 29,2 38,2 46,1 50,6 53,1 64,1 69,2 


30,5 44,7 47,6 53,3 66,6 
Í 7,10 7,02 6,85 6,74 6,66 6,67 6,60 
i 7,12 6,84 6,71 6,66 6,59 
—— 
Knick 


2. Blutkörperchen, gewaschen in isotonischer NaCl-Lösung + Ema- 
nation 2: 1. 6 Stunden nach Bereitung der radioaktiven Lösung. Abb. 1, 
stehende Kreuze, ausgezogene Kurve. 

CO,-Spannung . . 34,9 70,1 117,9 187,5 225,6 261,2 
ı 32,0 42,7 57,9 67,1 68,7 85,1 


CO,-Kapazität . 959 386 577 667 690 824 
p, ...... (720 6,99 6,87 6,70 6,62 6,64 
n l 715 6,95 6,87 6,70 6,62 6.63 
i 
Knick Kock ok 


3. Blutkörperchen, gewaschen in isotonischer NaCl-Lösung + Ema- 
nation, unverdünnt. 30 Stunden nach Bereitung der radioaktiven Lösung. 
Abb. 1, liegende Kreuze, punktierte Kurve. 

CO,-Spannung . . 43,5 88,8 103,0 123,3 193,9 245,7 
CO,-Kapazität . u 52,6 56,5 62,3 18,6 81,3 
7,16 6,97 6,93 6,88 6,76 6,65 

Pu 7,17 

4. Gewaschene Blutkörperchen. 25 Minuten bestrahlt mit Radium F. 
Abb. 2, Punkte, ausgezogene Kurve. 

CO,-Spannung . . 37,3 72,5 109,2 123,3 142,4 199,8 244.6 

CO,-Kapazität . Ku 46,4 579 645 652 67,1 88.1 


58,4 65,4 
5 7,29 7,01 6,91 690 683 6,67 6.69 
p | 6,915 6,83 

eg m (ne 

Knick Knick 


5. Gewaschene Blutkörperchen. 30 Minuten bestrahlt mit Radium F. 
Abb. 2, stehende Kreuze, strichpunktierte Kurve. 
CO,-Spannung . . 39,4 86,8 98,8 112,5 173,0 210,1 
EN 134,5 Ad 492 559 643 74,6 
a $ 21 517 534 624 7233 
7,18 6,88 6,89 6,88 6,73 6,69 
6,89 6,91 6,86 6,71 6,68 
ne mmer ` 
Knick Knick 


6. Gewaschene Blutkörperchen. 2 Stunden bestrahlt mit Radium F 
Abb. 2, liegende Kreuze, punktierte Kurve. 

CO,-Spannung . . 41,4 90,3 115,9 151,3 213,8 255,2 

CO,-Kapazität . 42,7 56,5 64,3 71,0 82,2 95,2 


PH 


40,8 58,9 62,9 79,6 94,0 
e 7,24 6,99 6,93 6,84 6,73 6,71 
n 7,22 7,01 6,92 6,72 6,70 


Knick 
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7. Gewaschene Blutkörperchen. 21% Stunden bestrahlt mit Radium F. 
Abb. 2, Ringe, gestrichelte. Kurve. 
CO,-Spannung . . 31,2 70,7 99,4 104,0 192,4 238,6 
CO,-Kapazität . 29,5 44,7 54,2 56,6 73,4 78,5 


31,1 57,4 81,1 
Do Ee | 7,22 701 69 69 67 6,65 
s 7,24 6,93 6,67 


8. Gewaschene Blutkörperchen. 3 Stunden bestrahlt mit Radium F. 
Abb. 2, Pfeile, gestrichelte Kurve. 

CO,-Spannung . . 32,7 50,5 65,4 80,5 98,3 115,2 139,7 

CO,-Kapazität . 32,3 39,6 41,6 46,1 49,5 58,7 62,0 


31,0 38,2 43,8 62,5 
EE 7,24 7,12 7,02 6,96 6,89 6,89 6,82 
H 7,24 711 7,04 6,82 


9. Hämolyseblut. 20 Minuten bestrahlt mit Radium F. Abb.3, Kreuz- 
ringe, punktierte Kurve. 
CO,-Spannung . . 33,8 53,2 68,1 96,0 162,6 217,7 
SS 47,8 59,1 595 732 82,6 96,5 
v0, Enpazıtat.. 61,6 726 813 925 
p... f 738 7,26 715 7,07 6,87 6,79 
H ) 7,16 7,07 6,86 6,78 
Knick 
10. Hämolyseblut. 1 Stunde bestrahlt mit Radium F. Abb. 3, Punkte, 
punktierte Kurve. 
CO,-Spannung . . 26,9 48,5 63,2 92,7 132,9 233,6 
© 45,1 49,7 593 72,3 77,9 99,6 
CO,-Kapazität . {425 512 6ll 729 778 
EE 7,46 7,23 7,18 7,09 6,94 6,77 
H 7,44 724 7,19 7,09 6,94 Knick. 


il. Hämolyseblut. 5 Stunden bestrahlt mit Radium F. Abb. 3, Ringe, 


ausgezogene Kurve. 
CO,-Spannung . . 18,1 28,3 42,2 56,1 82,3 133,3 163,3 
| 36,9 46,5 48,9 55,4 62,2 73,1 74,9 


CO,-Kapazität . | 959 430 537 615 713 77,0 
pu - l 7,56 7,45 7,29 7,20 7,08 6,92 6,83 
7,55 7,42 7,18 707 6,90 6,84 
12. Hämolyseblut. 5 Stunden bestrahlt mit Radıum F. 
CO,-Spannung . . . 38,2 49,3 75,7 185,2 205,6 


CO,-Kapazität . | 44,7 536 624 86,8 90,8 


60,5 84,4 88,8 
p 7,30 7,25 7,12 6,83 6,80 

ge | 7,10 6,82 6,79 

13. Hämolyseblut. 6 Stunden bestrahlt mit Radium F. Abb. 3, Pfeile, 

ausgezogene Kurve. 

CO,-Spannung 20,7 39,6 73,1 97,6 149,5 186,0 212,4 243,0 

an { 37,8 45,9 62,6 64,6 74,7 80,1 7905 84,7 

CO,-Kapazität{ ei) 59,3 78,0 83,2 
| 7,51 7,29 7,14 7,01 6,87 6,79 6,72 6,68 


Pa 71,53 7.11 6,78 6,67 


Über die Nomenklatur der Proteasen. 


Von 


Carl Oppenheimer, München. . 
(Eingegangen am 27. Dezember 1922.) 


Die Notiz von K. @. Dernby in dieser Zeitschrift, S. 432, rührt an 
Probleme, die weit über reine Benennungsinteressen hinausgehen; es 
wäre überaus erwünscht, wenn man sich wirklich endgültig über diese 
sachlichen und Benennungsfragen einigen könnte. Da Derndby mich 
auch zitiert, sei es mir gestattet, dazu das Wort zu ergreifen. Ich habe 
in der dritten Auflage meiner ‚Fermente‘‘, die Dernby nennt, und 
ebenso in der vierten nicht die „tryptischen Fermente“ als Peptasen 
bezeichnet, sondern die peptidspaltenden, die man sonst auch Ereptasen 
nannte. Es geschah dies nach einer Übereinkunft mit Adderhalden, 
der diesen Namen benutzt hatte. Ich wollte eigentlich, um Verwirrung 
zu vermeiden, den Namen Peptasen, den Vines für die pepsinähnlichen 
Pflanzenfermente eingeführt hatte, für die ganze, wohlcharakterisierte 
Gruppe der Proteasen wählen, die in saurer Reaktion ihr Optimum 
haben und Peptide nicht angreifen. Da aber ‚Peptasen‘‘ nun ohnehin 
schon doppelt gewählt war, schloß ich mich Abderhalden an, in der 
Hoffnung, daß der Name Peptasen für die pepsinähnlichen Fermente 
verschwinden würde. Leider hat ihn nun Lundin wieder hervorgeholt, 
und nun ist die gefürchtete Verwirrung fertig. 

Ich möchte mich also diesbezüglich Derndy anschließen, daß der 
Name Peptasen endgültig begraben wird. Ich halte aber die umständ- 
liche Benennung primäre, sekundäre und tertiäre Proteasen für nicht 
rationell, und zwar aus sachlichen Gründen. Es sind sowohl die Tryp- 
tasen wie die Pepsinasen primär, d. h. sie greifen das Proteinmolekül 
an, wenn auch in verschiedener Weise, anscheinend an verschiedenen 
Stellen. Es geht also nicht an, die Tryptasen als sekundär zu bezeichnen. 

Es ist aber auch überflüssig, wenn man scharf definiert. Und 
dies ist nicht nur eine Nomenklaturfrage, sondern eine sachliche. Es 
dreht sich nämlich um die Frage, welche Wirkung wir den Tryptasen 
zuschreiben wollen. Sind diese nur Proteasen, d. h. greifen sie dem 
Pepsin analog nur die Bindungen an, welche aus den Peptiden das 
Proteinmolekül formen, oder sind sie auch gleichzeitig Peptidasen, 
d. h. greifen sie auch Peptide an? Dernby scheint eher letzteres an- 
zunehmen. Ich habe mich immer auf den Standpunkt gestellt, daß 
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zwar die betreffenden Präparate, also ‚Trypsin u. a., Peptide 
spaltende Fermente enthalten, daB aber die Tryptasen als solche 
reine Proteasen sind. Ich gebe zu, daß ein exakter Beweis dafür 
noch nicht erbracht ist; aber alle Analogien bei anderen Fermenten 
sprechen dafür, daß die beiden wichtigen Stufenreaktionen: die 
Proteinspaltung sn Peptide, und die Spaltung der Peptide selbst 
in freie Aminosäuren, von zwei ganz verschiedenen Gruppen von 
Fermenten katalysiert werden. Wir dürfen doch wohl mit Sicherheit 
annehmen, daß die Proteine etwas anderes sind als bloße Gemische 
von selbst noch so langen Polypeptidketten. Hier treten wohl 


Bindungen ganz anderer Art auf — vielleicht Nebenvalenz- 
bindungen —, deren Lösung auch grundsätzlich anderer Ferment- 
gruppen bedarf. 


Darüber eine provisorische Einigung herbeizuführen, scheint mir 
zunächst das Wichtigste: dann können wir auch leicht die betreffenden 
Fermentgruppen eindeutig bezeichnen. 


Mein Vorschlag geht dahin, zu unterscheiden: 


A. Eigentliche Proteasen. Spalten Proteine bis zur Peptidstufe. 
Greifen Peptide nicht an. 


l. Pepsinasen. Charakterisiert durch Optimum bei saurer 
Reaktion. | 

2. Tryptasen. Charakteristikum ihr Reaktionsoptimum bei 
etwa neutraler Reaktion, Py 6 bis 8. 


B. Peptidasen oder Erepiasen. Greifen Proteine nicht an, spalten 
Peptide bzw. Peptone. 


Zu den Pepsinasen gehören außer dem klassischen Pepsin noch 
die bei saurer Reaktion wirkenden Gewebsfermente der tierischen und 
pflanzlichen Zellen und das Labferment. _ 

Tryptasen sind die Protein angreifenden Komponenten des Pan- 
kreassafts und aller Gewebsfermente. 

Peptidasen finden sich als Begleiter sowohl der Pepsinasen wie der 
Tryptasen im Pankreassaft, Darmsaft, sowie den Gewebsfermenten. 

Das Wort Peptasen fällt demgemäß weg. 

Es wäre mir auch persönlich lieb, zu erfahren, ob auf dieser Basis 
eine Einigung möglich ist, da ich dann diese Nomenklatur in der dem- 
nächst beginnenden Neuauflage des Handbuchs der Biochemie kon- 
sequent durchführen würde. 


Eine einfache Methode 
der Kohlenstoffbestimmung in wässerigen Flüssigkeiten. 


Von 


E. Freund und 6. Botstiber. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Krankenanstalt ‚‚Rudolßstiftung‘ 
in Wien). 


(Eingegangen am 30. Dezember 1922.) 


Trotz der vielen Modifikationen, die die alte Messingersche Me- 
thode der nassen Kohlenstoffbestimmung durchgemacht hat, blieben 
doch noch zwei Schwierigkeiten bestehen: die lange Dauer der Ver- 
brennung und die Kompliziertheit der Apparatur. Die Zeit beträgt 
bei Mancini !) 7 Stunden, es werden fünf Natronkalkröhren als Ab- 
sorptionsapparat verwendet, andere ?) schalten zwischen Kolben und 
Absorptionsgefäß einen Verbrennungsofen, das Durchleiten kohlen- 
säurefreier Luft allein beansprucht noch 2 Stunden. Zur völligen 
Oxydierung benutzen einige dieser Methoden nach dem Chromate, 
bzw. der Chromsäure, Kaliumpermanganat?). 

Es lag also nahe, dieses selbst als Oxydationsmittel zu verwenden. 

Bezüglich der Apparatur war es von vornherein klar, daß sie und 
die gesamten Reagenzien vorerst gänzlich von Kohlensäure freigemacht 
werden mußten, bevor die zu untersuchende Substanz zugeführt wurde. 

Weiters erschien es der Einfachheit halber wünschenswert, die 
Kohlensäure in Natronlauge aufzufangen und zu diesem Zwecke war 
es wieder nötig, die destillierende Wassermenge zu beschränken. 

Die Apparatur bestand demnach aus einem Kolben (1 Liter), der 
mit Tropftrichter und aufgesetztem Kühler versehen war, dessen 
Endrohr in einen Peligot führte. Vor dem Tropftrichter und hinter 
dem Peligot waren Sicherheitsröhren zur Kohlensäureabsorption ge- 
schaltet, um einen kohlensäurefreien Luftstrom vor und nach der 
Zersetzung durch die Apparatur saugen zu können. Trotz der stärkeren 
Wirkung der konzentrierten Schwefelsäure ist es nicht möglich, diese 
zu verwenden, weil sich das Permanganat damit allzurasch zersetzt, 
um rationell zu wirken. Deshalb wurde verdünnte Säure verwendet. 

In den Literkolben wurden etwa 300 ccm Wasser, 5g Perman- 
ganat und 50 ccm verdünnte H. SO. zugegeben und !/, Stunde 


1) Mancini, diese Zeitschr. 26, 149. 
®) Tangl u. Kereszty, ebendaselbst 82, 266. 
3) Stepp, ebendaselbst 87, 135. 
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gekocht. Das genügte, um die Reagenzien kohlensäurefrei zu machen. 
Durch den entweichenden Wasserdampf wird gleichzeitig das Kolben- 
innere von Kohlensäure befreit. 

Der Kühler wurde vor dem Ansetzen der Absorptionsapparate 
luftdicht verschlossen, der auskühlende Kolben mit einem Natron- 
kalkrohr verbunden und so mit CO, freier Luft gefüllt. Nach dem 
Auskühlen wurde noch 10 Minuten Luft durchgesaugt. 

Dann wurde die mit n/4 Na-Lauge gefüllte Peligotröhre angesetzt 
und die zu untersuchende Flüssigkeit durch den Tropftrichter zugegeben. 

In Fällen starken Verbrauches des: übermangansauren Kalis 
wurde gegen Ende des Versuches noch etwas Permanganatlösung 
durch den Tropftrichter zugegossen. Um das Ende der Bestimmung 
zu erkennen, wurde nach Abnahme des ersten Peligots ein zweiter 
vorgeschaltet und noch kurze Zeit gekocht. 

Die Substanzmenge, die zur Verbrennung gelangte, betrug 5 bis 
7cg. Zunächst wurde eine Anzahl von Substanzen verbrannt, bei 
denen die notwendige Verbrennungsdauer ermittelt wurde. 

Harnsäure, Hippursäure, Weinsäure und Urate verbrannten rasch. 
Schon nach 1 Stunde war die Oxydation vollzogen. Versuche mit 
'  Benzoesäure, Asparagin, Asparaginsäure gaben eine höhere, etwa drei- 

mal so lange Verbrennungszeit. 























Tabelle 1. 
`  Berechneter Gefundener 
Art und Menge der ı Verbrennungs- | Fehler 
Substanz dauer | Wert ‚ in Prozenten 
i | cen Lauge | 
, | u en 
Harnsäure . . 0,0537 ca, 1 St.de.; 12,8 | 11,755 ; 3 
S , . 0,0766 | 1 Stde. | 182 | 17,4 | 1,5 
Urste . . . etwa 6 cg | 5 Werte nach einer Stunde ‚ unter 1 
Weinsäure . . 0,1147 1 Stde ` 24,5 24,0 0,7 
4 M 0,1500 - 1 Stde. | 32,0 Ä 31,8 li 0,2 
S Gig 1 Stde. . 377 37,35 | 0,3 
Tabelle II. 
Benzoesäure . 0,0333 | 1 Stde- | 15,26 | 11,7 16 
„700605 | 1 Stde. 278 13.8 34 
| 8 e A 0.0692 | 2 Stdn. 31.8 31,5 | 0,7 
| R . 0,0389 . 21;, Stdn. 17,9 18,00 zu viel 0,8 
| 7 0.0253 ` 3 Stdn. 11,6 up ` 0 
Aspazagin 0,1137 ca. 3 Stdn. 33,25 32,95 0,8 
| ei 0, 1050 . 3 Stdn. 25,2 | 22,7 3,4 
| 0.0638 | 3 Stdn. 15,1 14,8 | 0,9 


Casein war vor 5 Stunden nicht verbrannt. Diese Zeitdauer 
wurde dann eingehalten und gab immer gute Resultate. Um eine 
kürzere Zeit zu erzielen, wurden Versuche mit Kupfersulfat als Ka- 
talysator gemacht, aber ohne nennenswerten Erfolg. 


144 E. Freund u. G. Botstiber: Methode d. Kohlenstoffbestimmung usw. 


Tabelle III. 
en | Zeitdauer a a Prozenten 
I | ` pa 
0,0683 | 3 Stdn. 22,0 10,77 | 241 
CuSO, 
0,0538  41/, Stdn. 17,2 166 ' Lë 
: CuSO0, | | 
0,0363 | geg. 4 Stdn. 11,5 | 10,9 25 


Nur bei der Verbrennung von Fettsäuren (Stearinsäure) zeigte es 
sich, daß sie mit dem Wasserdampf flüchtig waren und im Kühler 
kleben blieben. Nach 5 Stunden waren kaum 50 %, oxydiert. Es 
wurde versucht, die Fetttröpfchen mit Kieselgur aufzusaugen, aber 
mit schlechtem Erfolg. 

Bei den Versuchen mit Fettsäuren waren diese der Flüssigkeit 
unlöslich beigemengt. Verbrennungen von Serum, wo vwässerige 
Lösungen desselben vorlagen, gaben aber gute Resultate, obwohl ja 
kleine Mengen Fett in ihm vorhanden waren. 

Genaue Versuche, den Sauerstoffverbrauch des Permanganats zu 
bestimmen und daraus den Kohlensäurewert zu errechnen, schlugen 
fehl, denn auch verdünntere Lösungen zersetzen sich selbst bei Ab- 
wesenheit organischer Substanzen. 

Heterozyklische Verbindungen haben wir den Versuchen nicht 
unterzogen, da ja die Absicht zugrunde lag, speziell für die medizini- 
schen Zwecke der Harn- und Serumuntersuchung ein nasses Ver- 
fahren einfacher Art zu erproben. 

Wenn auch eine derartige Verbrennung 5 Stunden in Anspruch 
nimmt, so scheint uns diese Methode, da sie fast gar keine Aufsicht 
beansprucht, für medizinische Zwecke einer allgemeinen Verwendung 
fähig. 




















Tabelle IV. 
einmal ` Verbrennungss |. Kontroll» | Gefundener | Fehler 
g dauer Wert | in Prozenten 
SE ae ms Ferne re PER e EE 
0,0665 | 5 Stdn. 213 | 209 | 08 
0,0363 | ` 108 109 ! +07 
0,0538 e 17,7 17,9 | +06 
0.0480 , 15,3 153 | 0 
0,0627 5 "19,7 19,5 ' — 0,4 
0,0844 ‚ geg. 5 Stdn. | 27,0 26,8 | — 0,4 
0,0598 R 5 Stdn. 18,7 18,4 | — 0,8 
| | | 
2ccm Serum — 1.0009 "ler — 
Beem „ ” o I | 0043 | [Pitt = 0,2 


!) Der Kohlenstoffgehalt des Caseins war ınittels gewöhnlicher Ver- 
brennung bestimmt worden. 


Über den unter dem Namen „Oxyproteinsäure“ beschriebenen 
Harnbestandteil. 


Von 
E. Freund und Anna Sittenberger- Kraft. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Krankenanstalt 
Rudolfistiftung Wien.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1922.) 


Eine im Jahre 1892 aus dem hiesigen Laboratorium publizierte 
Arbeit von Dr. Toepfer beschäftigt sich mit einem Repräsentanten 
des Extraktiv-N, wobei über dessen chemische Natur nichts ausgeführt 
wurde. 

Nach einer Publiketion von Dr. Bondzynsky und Prof. Gottlieb, 
welche bei ihren Untersuchungen des Harns von mit Phosphor ver- 
gifteten Hunden die ,‚Oxyproteinsäure‘ dargestellt haben, hat. 
Dr. Toepfer seiner Substanz mit Rücksicht auf die gleiche Darstellungs- 
weise und die gleiche Beschaffenheit diesen Namen gegeben. Arbeiten 
über die Oxyproteinsäure, später die ‚Oxyproteinsäuren‘, veröffent- 
lichten in der Folge noch Ginsberg, Salomon und Saxl, Dombrowsky, 
Kojo, Fürth, Damask, u. a. m. 

Unsere Ansicht war es nun, daß diese untereinander so stark 
verschiedenen Resultate dieser Arbeiten ihren Grund hauptsächlich in 
der Ungleichmäßigkeit und manchmal Fehlerhaftigkeit der Darstellungs- 
weise haben müssen. Es resultierten daher möglicherweise ver- 
schiedene verunreinigte Produkte, welche zu den verschiedensten 
Schlüssen und Beobachtungen Anlaß boten. 

Der Fehler der vorangegangenen Arbeiten schien uns in der 
Hauptsache darin zu liegen, daß bei der Fällung des zur Sirupdicke 
eingeengten Harns mit der vier- bis fünffachen Menge Alkohol es 
nicht gelingt, Harnsäure, Xanthin, Kreatinin sowie alle mucinösen 
Substanzen zur Fällung zu bringen. Darauf mögen die hohen Werte 
für N und S zurückzuführen sein. 

Da von den meisten Autoren angeführt wird, daß das Verhältnis 
des Oxyproteinsäure-N zum Gesamt-N bei verschiedenen Krankheiten, 
speziell bei Karzinomen stark erhöht ist, bedienten wir uns aus- 
schließlich des Harns von karzinomatös Erkrankten als Ausgangs- 
material. 
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Unsere Ausführungen bewegten sich aus dem Grunde, Fehler zu 
vermeiden, die uns bei den bisherigen Arbeitsmethoden als unver- 
meidlich erschienen, vorerst in qualitativer Richtung, um einen 
möglichst praktischen „Gang‘‘ aufzufinden. Als erster Versuch wurde 
der sogenannte ‚„Sublimatgang‘‘, beschrieben in einer Arbeit von 
Dr. Freund und Dr. Fellner!), gemacht. Diese Methode erwies sich 
trotz ihrer Vorzüge für die Darstellnng als ungeeignet. Bei der 
zweiten Methode wurde ebenfalls Sublimat als Hauptreagens ver- 
wendet. Der Gang war kurz gefaßt folgender: Der Harn wurde bei 
sodaalkalischer Reaktion auf ein ganz kleines Volumen eingeengt, 
mit Mörner-Sjöquists Barytlösung?) gefällt (Verhältnis: 30 ccm Lösung 
auf 100ccm Harn) und mit dem dreifachen Volumen Alhohol und Äther 
versetzt. Waschen des Niederschlags mit Alkohol, Zersetzung mit 
lja proz. H,SO,. Die so erhaltene Lösung enthält jetzt noch: rest- 
lichen Harnstoff, Reste von Kreatinin, Harnsäure, Mucine, und endlich 
die Oxyproteinsäure. Die Lösung wird auf ihren Wirkungswert gegen 
HgCl,?) geprüft, bis die gewünschte gelbe Modifikation des Harnstoff- 
niederschlags?) erhalten wird; gewöhnlich wird dazu !/, des Volumens 
gebraucht. Nachdem die berechnete Menge Sublimat zugesetzt ist, wird 
mit CH,.COONa im Überschuß versetzt; es fallen alle N-haltigen 
Substanzen und die Mucine in Form eines schleimigen Niederschlags, 
im Filtrat bleibt nur Harnstoff und die Oxyproteinsäure. Das Filtrat 
wird mit Na, CU, bis zur alkalischen Reaktion versetzt und es fällt 
ein reichlicher, gelber Niederschlag, während das Filtrat sich als 
N-frei erweist. Die Hg-Verbindung des Harnstoffs ist in 1/, pro2. 
Essigsäure löslich, wenn man den Niederschlag damit behandelt, geht 
der größte Teil glatt in Lösung. Ein kleiner, unlöslicher Rest, 
gründlichst gewaschen, stellt die Hg-Verbindung der Oxyproteinsäure 
dar und kann nach Lösung in verdünnter HCl und Zersetzung mit 
H,S durch einen Kjeldahl auf ihren N-Gehalt geprüft werden. 
Resultate gut. 

Das Arbeiten nach diesen beiden Methoden erfordert ziemliche 
Übung und nur bei peinlichster Genauigkeit kann man zu quan- 
titativen Resultaten kommen. Zu einer Darstellung der Oxyprotein- 
säure eignen sie sich jedoch nicht, und zwar aus folgenden Gründen: 

1. Schwierigkeit einer quantitativen Arbeitsweise bei Verwendung 
von den erforderlichen großen Mengen des Ausgangsmaterials. 

2. Schwierigkeit der Beschaffung der großen Mengen von 
Reagenzien wie Alkohol usw. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 5 u. 6, 1902. 

2) 10- bis l5proz. BaCl,-Lösung + Ba(OH),, 5g auf je 100 ccm. 
3) Heiß gesättigte Lösung. 

t) Freund und Fellner, Hoppe-Seyler, 86. 
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Nach einigen Versuchen, den Harnstoff, dessen Trennung von 
der Substanz sich im Laufe der Untersuchungen als die schwierigste 
Operation erwiesen hatte, auf fermentativem Wege zu entfernen. 
griffen wir auf eine, ebenfalls aus dem hiesigen Laboratorium 
erschienene Arbeit von Dr. Toepfer!) zurück. Wir haben die dort 
erwähnte Arbeitsweise beibehalten, im Laufe der Arbeit modifiziert 
und zu einem eigentlichen Ende geführt; es wurde mit CuSo, als 
Hauptreagens gearbeitet. | 

In folgendem sei unsere Darstellungsweise zuerst in Schlagworten 
zusammengefaßt und anschließend die dazu notwendigen speziellen 
Bemerkungen gegeben. 


1. Einengen des Urins bei sodaalkalischer Reaktion. 
Fällung mit CuSO, + KOH. 

. Einleiten von CO,. 

. gengen des Filtrats (Wasserbad, Reaktion schwach alkalisch). 
. Fällung mit Mercuri-Acetat. 

. Auswaschen. 

. Zersetzen des Niederschlags. 

. Entfernen des H,S. 

9. Neutralisation mit Ba(OH),. 

10. Einengen auf sehr kleines Volumen. 

11. Eingießen in absoluten Alkohol. 


o A të N 


Ad 2. Die eingeengte Flüssigkeit wird von ausgeschiedenen 
NaCl und Na,CO, abfiltriert und mit CuSO, + KOH im Überschuß 
gefällt. Es gelingt mit einiger Übung, das Filtrat fast wasserhell zu 
erhalten, oft ist es leicht grün gefärbt. Dazu ist es notwendig, 
beide Lösungen 20 proz. zu wählen und vorher durch einige Auswertungs- 
versuche in der Eprouvette den Verbrauch ungefähr festzustellen. 
Im allgemeinen wird ein Drittel des ursprünglich vorhandenen Harn- 
volumens an Cu SO,-Lösung verbraucht, um dem gewünschten idealen 
Filtrate nahezukommen. Das Filtrat ist frei von Alloxurkörpern, 
Kreatinin, Hippursäure, Urobilin und den Kolloiden. 

Ad 3. Um überschüssige KOH zu entfernen, wird ein CO,-Strom 
durch die Flüssigkeit geleitet. 

Ad 5. Das Filtrat wird bei essigsaurer Reaktion mit Mercuri- 
acetat gefällt. Der Fällungsvorgang ist der übliche. Für 1 Liter Harn 
wurden im allgemeinen 50 ccm der 20 proz. Lösung verwendet. Es 
gelingt aber auch bei sehr sorgfältigem Arbeiten nicht, den Nieder- 
schlag frei von Harnstoffällung zu erhalten, er ist anzusprechen als: 
die Hg-Verbindung der Oxyproteinsäuren + der Hg-Verbindung des 
Harnstoffs; letztere ist wohl durch sofortiges Auswaschen mit !/, proz. 


1) Centralbl. f. d. mediz. Wiss. 41, 1897. 
10* 
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Essigsäure teilweise, vollständig aber erst aus der Barytfraktion zu 
entfernen. Bei einiger Übung ist es aber zu verhindern, daß allzu- 
viel Harnstoff mitfällt und so die spätere Reinigung erschwert. 

Ad 6. Der Niederschlag, der lichtgelb gefärbt ist, wird an der 
Saugpumpe gründlich gewaschen, bis eine herausgenommene Probe 
des Waschwassers keine Cl-Reaktion mehr gibt. 

Ad 7. Um den Niederschlag zu zersetzen, hatten wir anfänglich 
mit Ba S gearbeitet, in der Meinung, uns dann die Überführung ins 
Barytsalz mittels Ba(OH), zu ersparen. Es ließ sich aber feststellen, 
daß beim Arbeiten mit Ba S eine Zerstörung des leicht zersetzlichen 
Körpers vor sich gehen müsse, da wir das Entweichen von N in 
Form von NH, feststellen konnten. Damit war die Verwendung von 
Ba S erledigt und wir arbeiteten ferner mit H,S in schwach saurer, 
ursprünglich essig-, dann schwefelsaurer Lösung. 

Ad 8. Das Filtrat vom H,S-Niederschlag ist schwach goldgelb 
gefärbt. Den H,S in saurer Lösung wegzukochen, erwies sich als 
unmöglich, weil damit eine Zerstörung der Substanz vorhanden ist. 
Der dabei erlittene Stickstoffverlust wurde durch Bestimmungen 
nach Kjeldahl kontrolliert. — Ein Teil des HS ist aber weg- 
zubekommen, wenn man von der Pumpe einen Luftstrom durch die 
Flüssigkeit saugt, der Rest wird durch Evakuieren über Ätzkalk 
und H,SO, entfernt. Diese Methode hat auch den Vorzug, daß es 
dabei gelingt, den größten Teil der Essigsäure zu entfernen. 

Ad 9. Das im Vakuum eingeengte Filtrat wurde mit Ba(OH), bis 
zur schwach alkalischen Reaktion versetzt, hierauf ein CO,-Strom durch 
die Flüssigkeit geleitet, um den überschüssigen Baryt zu entfernen. 

Ad 10. Von BaSO, und dem abgeschiedenen BaCO, wurde ab- 
filtriert und das Filtrat auf dem Wasserbade auf ein ganz kleines 
Volumen eingeengt, 

Ad 11. welches in absoluten Alkohol eingetropft wurde. 

Der nunmehr erhaltene Niederschlag setzte sich sehr gut ab, 
war körnig und leicht zu filtrieren; er war schwach gelb gefärbt und 
hatte nach dem Trocknen im Vakuum jenes Aussehen, wie es in der 
Literatur beschrieben ist: er stellt ein schweres, sandiges, leicht 
gelbgefärbtes Pulver dar, welches unter dem Glasstab knirscht. 
Bei der Prüfung der Kristallmasse auf ihre eventuellen anorganischen, 
bzw. organischen Beimengungen konnten wir BaCl, und Bariumacetat 
nachweisen. Die Herkunft dieser beiden läßt sich auf folgende Weise 
erklären: Auch die gründlichste Waschung nach der Hg-Acetatfällung 
entfernt nur das in der Lösung vorhandene, unveränderte Kochsalz, 
denn: erstens entsteht aus einem Teil des NaCl bei der Fällung 
Sublimat, welches an der Fällung von Harnstoff beteiligt ist; dieses 
führt nach der Zersetzung und beim Hinzufügen von Ba(OH), zur 
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Bildung von BaCl,, welches leicht wasserlöslich, durch CO, nicht 
fällbar und alkoholunlöslich ist. Zweitens scheint die Hg-Verbindung 
der Oxyproteinsäure eine komplexe zu sein; der Niederschlag besteht 
aus dem Hg-Salz und angelagertem Hg-Acetat; dadurch entsteht 
nach der Zersetzung und beim Hinzufügen von Ba(OH), Barium- 
acetat, welches ebenfalls in Wasser leicht löslich, durch CO, nicht 
fällbar und alkoholunlöslich ist. 

Reinigungsarbeiten. 

Die Reinigung der auf beschriebene Weise erhaltenen Barytsalze 
gestaltete sich äußerst schwierig, dazu kommt noch, daß die-Substanz 
sehr labil ist. Durch Evakuieren, wie in Punkt 8, S. 148 beschrieben, 
gelingt es nie, die Essigsäure vollständig zu entfernen. Es hätte zu 
diesem Zweck die Flüssigkeit bei schwefelsaurer Reaktion bis fast 
zur Trockene eingeengt werden müssen, weil die Essigsäure infolge 
ihrer leichten Löslichkeit in Wasser immer zurückgehalten wird. Es 
zeigte sich aber, daß bei längerem Behandeln in stark schwefelsaurer 
Lösung die Substanz scheinbar zersetzt wird. Wir versuchten also, 
einige Abhilfe dadurch zu schaffen, daß wir schon zwischen Punkt 8, 
S. 147, und Punkt 9 eine Extraktion mit Äther durchführten. Bei Ver- 
wendung des drei- bis vierfachen Volumens Äther ist die Essigsäure 
gut zu entfernen, die Substanz wird dadurch unverändert gelassen 
(N-Kontrolle!). Weit schwieriger noch gestaltete sich die Entfernung des 
BaCl,, welche das Arbeiten mit einem Ag-Salz notwendig machten. Wir ` 
benutzten dazu frisch gefälltes, sorgfältigst gewaschenes Ag,O. Die zahl- 
reichen Operationen führten nun aber bei den überaus geringen Mengen 
Substanz, wie sie beispielsweise aus 2 bis 5 Litern Harn zu erhalten 
waren, zu enormen Verlusten, und wir waren daher gezwungen, immer 
mehrere Portionen des noch verunreinigten Ba-Salzes zusammen- 
kommen zu lassen, un sie dann gemeinsam zu reinigen. Der Vorgang 
in seiner schließlichen Form sei wieder in Schlagworten zusammen- 
gefaßt und dann Punkt für Punkt näher beschrieben: 

. Auflösen der unreinen Fraktion in Wasser und Filtration. 
. Fällung mit Hg-Acetat. 

. Zersetzung mit H,S. 

. Evakuieren. 

Fällung mit Ag, O. 

Zersetzung des Überschusses mit H, S. 

. Evakuieren. 

. Zersetzung des Baryts mit H,SO,. > 

. Extraktion mit Äther. 

. Neutralisation mit Ba (OH),. 

Einleiten von CO,. 

. Einengen im Vakuum und Eingießen in absoluten Alkohol. 


pant 
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Ad 1. Das Barytsalz löste sich leicht in Wasser, ein geringer Rest 
blieb aber ungelöst. In diesem ließ sich wohl kein N, aber S nachweisen. 

Ad 2. Die Lösung ist jetzt bereits sicher harnstofffrei. Mit der 
neuerlichen Fällung mit Hg-Acetat bezweckten wir daher, das vor- 
handene BaCl, ins Filtrat zu bekommen. Das bei der Reaktion von 
BaCl, mit Hg-Acetat entstehende Sublimat muß ebenfalls ins Filtrat 
gehen, da unsere Substanz bei essigsaurer, bzw. neutraler Reaktion 
dadurch nicht gefällt wird. — Es entstand ein voluminöser, aber sehr 
feiner Niederschlag, der die Neigung zeigte, ständig durchs Filter zu 
gehen. Es konnte daher nicht bis zur Chlorfreiheit des Waschwassers 
gewaschen werden, weil dadurch zu große Verluste entstanden wären; 
somit war die Fällung mit Ag-Salz nicht zu umgehen. 

Ad 3. Die Zersetzung mit H,S erfolgte diesmal in essigsaurer 
Lösung. 

Ad 4. Der H,S wurde wie gewöhnlich durch Ausblasen und 
Evakuieren entfernt. 

Ad 5. Beim Behandeln mit frisch gefälltem Ag; O entstand ein 
feiner Niederschlag von AgCl, der sich nach einigem Stehen gut 
filtrieren ließ. 

Ad 6. Um von überschüssigem Ag, O, das in Wasser nicht 
unerheblich löslich ist, zu befreien, mußte die Flüssigkeit neuerdings 
mit H, S zersetzt werden. 

Ad 9. Nach dem Evakuieren zur Entfernung des H, S und 
Zersetzen des restlichen Baryts mit H, SO, wurde besonders sorgfältig 
mit Äther extrahiert, bis sich keine Essigsäure mehr nachweisen ließ. 

Ad 12. Die im Vakuum bis auf ein ganz kleines Volumen ein- 
geengte Flüssigkeit zeigte wieder einen feinen, schwebenden Nieder- 
schlag und wurde daher vor dem Eingießen in absoluten Alkohol 
und absoluten Äther filtriert. Der Filterrückstand erwies sich wieder 
als N-frei und S-haltig. 

Gereinigte Barytsalze. 

Wir hatten bei genauester Einhaltung der beschriebenen Arbeits- 
methode schließlich mehrere Portionen des gereinigten Barytsalzes 
hergestellt, die zusammen aus etwa 150 Liter Harn gewonnen worden 
waren. Sie wurden vereinigt, gemeinsam in wenig Wasser gelöst 
und wieder mit absolutem Alkohol und Äther gefällt. Das gereinigte 
Barytsalz bildet einen weißen, flockigen Niederschlag unter Alkohol, 
der auch bei längerem Stehen nicht kristallinisch werden will; er ist 
schwer zu filtrieren und erscheint nach dem Trocknen im Vakuum 
als ein nur sehr schwach gelb gefärbtes, außerordentlich leichtes 
Pulver, das der Mikroanalyse unterzogen wurde. 

Nachstehend folgen die Verbrennungsresultate, welche sämtlich 
auf mikroanalytischem Wege gewonnen wurden. Als Durchschnitts- 
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werte sind anzugeben: C = 25,3, H = 4,43, N = 6,75, Ba = 29,38, 
U = 34,14%. l 
Es läßt sich daher für das Ba-Salz folgende Formel berechnen: 
Cio H20 O10 N, Ba 
und für die freie Säure: 
Cio Da O10 N2. 

Mit der Substanz angestellie Proben: 

l. Die Substanz erwies sich als schwefelfrei. Lassaignesche Probe 
auf S = negativ; auch beim Kochen mit Pb-Acetat in alkalischer 
lösung blieb die Flüssigkeit farblos. 

2. Die Substanz. zeigte keine der charakteristischen Eiweiß- 
reaktionen : 

Sie ergab eine negative Biuretreaktion. 

m $ e 8 Xauthoproteinresktion. 

»  » keine Färbung mit Millons Reagens. 

e 5 ve a „ Zhrlichs Diazoreagens. 
= p „ Fällung mit Hg 0, + HCl. 


Spaltungsversuche. 

Um der chemischen Natur der Substanz näherzukommen, wurden 
Spaltungsversuche angestellt. 

Etwa 25mg der Substanz wurden in Wasser gelöst, mit ver- 
dünnter H,SO, zersetzt und aus einem ganz kleinen Kolben mit 
winzigem Kühler abdestilliert. Der Kolbeninhalt färbte sich zuerst 
blutrot und dann braun, das Destillat wurde aufgenommen. Kolben- 


rückstand und Destillat wurden getrennt untersucht. 


A. Destillat. 

l. Es war von wasserheller Farbe und hatte einen ausgeprägten, 
esterartigen Geruch. Ein paar Tropfen davon wurden im H. S0,- 
Exsikkator eingetrocknet; es blieb ein geringer Rückstand, der unter 
dem Mikroskop Kristalle erkennen ließ und gegen Lackmus schwach 
sauer reagierte. 

2. Leem wurde kjeldahlisiert und zeigte bei der Naßlerisation 
deutlich die Anwesenheit von N. 

3. Einige Tropfen wurden mit Alkohol und Äther im Überschuß 
versetzt, es entstand eine feine Trübung, welche aber nicht faßbar war. 

4. Einige Tropfen + AgNO, + Alkohol + Äther = keine Fällung. 


BE. e BS + Hg Cl, + Na-Acetat — feiner weißer 
Niederschlag. 
6. . s + sehr verdünnte FeCl,-Lösg. = keine Farb- 
| änderung. 


T 


a „+ Muülons Reagens negativ. 
H „ — +KMnO, = keine Entfärb. 


1 
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9. lccm wurde mit Essigäther im Überschuß gut durchgeschüttelt 
und der abgegossene Essigäther wurde zum Abdunsten gestellt. 
Dabei blieb auf dem Uhrglas eine feine weiße Schicht zurück, die 
unter dem Mikroskop deutlich Kristalle, Tetraeder, erkennen ließ. 

10. Da zu einer gewöhnlichen Schmelzpunktsbestimmung zu 
wenig Substanz vorhanden war, versuchten wir sie auf mikroskopischem 
Wege mittels elektrischer Heizplatte.. Bei einer Stromstärke von 
1,2 Amp. konnten wir deutlich das Schmelzen der Kristalle beobachten. 
die beim Erkalten wieder erschienen. 

ll. Leem wurde mit Ligroin ausgeschüttelt. Die Ligroinfraktion 
verhielt sich genau wie die Essigätherfraktion und zeigte den Schmelz- 
punkt ebenfalls bei 1,2 Amp., das entspricht 260°. 

12. Der wässerige Rückstand, der nach dem Ausschütteln mit 
Essigäther bzw. Ligroin zurückblieb, wurde kjeldahlisiert und erwies 
sich in beiden Fällen als N-frei. 


B. Versuche mü dem Rückstand. 


l. Leem der nach der Destillation im Kolben zurückgebliebenen 
Flüssigkeit wurde kjeldahlisiert uud gab starke N-Reaktion. 

2. Die Furfurolreaktion auf Harnstoff nach Schiff war stark 
positiv. Eine gleichzeitig angestellte Reaktion mit der wässerigen 
Lösung des Ba-Salzes war dagegen, wie zu erwarten, negativ. 

Diese Beobachtung deckt sich mit der von AH Edelbacher ge- 
machten Beobachtung, daß sich bei der Zersetzung von Oxyprotein- 
säure Harnstoff bildet. Eine quantitative Wiederholung des Destilla- 
tion mit neuer Substanz ergab den N-Gehalt der Harnstoffreaktion 
mit 83,2%, des Gesamt-N. 

3. Die Chinonreaktion auf Aminosäuren war negativ. 


Zusammenfassung. 

l. Für das dargestellte Ba-Salz wurde die Formel Ca Heo O10 Nz Ba, 
für die freie Säure die Formel Ca He Uu Na berechnet. 

2. Die Substanz erwies sich im Gegensatz zu den bisherigen 
Darstellungen als S-frei. 

3. Sie zeigte keine der charakteristischen Eiweißresktionen. 

4. Sie lieferte bei der Spaltung einerseits eine N-haltige, organische 
Säure vom Schmelzpunkt 280°, andererseits Harnstoff. 

Dieses Resultat steht im Widerspruch zu den Angaben, die über 
die Oxyproteinsäure bei deren Entdeckung durch Bondzynsky und 
Gottlieb gemacht wurden, deckt sich aber mit der mittlerweile ge- 
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machten Beobachtung von S. Edelbacher !), daß sich bei der Zersetzung 
der Substanz Harnstoff bildet. 

Die Substanz wurde ursprünglich als S-haltig und in ihrer 
Zusammensetzung, wie der Name sagt, den Eiweißkörpern nahestehend 
angesehen. Der Vergleich der Methodik von damals und der eben 
beschriebenen läßt die Unterschiede begreiflich erscheinen, denn in 
allen früheren Arbeiten ist auf die Entfernung der, den Eiweißkörpern 
nahestehenden und daher schwefelhaltigen Kolloidesubstanzen keine 
Rücksicht genommen. Es läßt dies auch begreiflich erscheinen, daß 
bei der Modifikation der Methodik so verschiedene Formen der 
Oxyproteinsäure gefunden wurden, die sich vornehmlich durch den 
verschieden S-Gehalt, entsprechend der größeren oder geringeren 
Beimengung von Kolloiden, unterschieden. 

Bei der nunmehrigen Methodik ist aber die Ausfällung der 
Kolloide vollkommen durchgeführt und die Substanz, die resultiert, 
zeigt noch immer die charakteristischen Eigenschaften der ‚‚Oxyprotein- 
säuren‘‘ gegenüber Baryt und Hg-Salzen, ist daher als der wichtigste 
Bestandteil des als ‚Oxyproteinsäuren‘“ ursprünglich bezeichneten 
Substanzen anzusehen. — Das Ergebnis der Spaltungsversuche läßt 
annehmen, daß die Substanz nicht den Eiweißkörpern, sondern viel- 
mehr dem Harnstoff nahesteht. 


1) Die Arbeit von S. Edelbacher, Zeitschr. f. physiol. Chem., Juli 1922, 
die ebenfalls diese Frage behandelt, veranlaßt uns, die Resultate unserer 
Untersuchungen in Kürze bekanntzugeben. Die Arbeit wurde bereits im 
Januar 1922 als Dissertation fertiggestellt. 


Darf in Gaswechselversuchen Pepton zur Verhütung 
der Blutgerinnung verwendet werden? 


Von 
G. Kelemen. 


(Aus dem physiologisch -chemischen Institut der Universität Budapest.) 
(Eingegangen am 31. Dezember 1922.) 


Respirationsversuche von kurzer Dauer (nach der Methode von 
Zuntz-Geppert ausgeführt) sind bei gleichzeitiger Bestimmung der 
Blutgase geeignet, so manche zurzeit noch strittige Frage zu klären; 
und es braucht wohl nicht hervorgehoben zu werden, daß die Be- 
stimmung des Gasgehalts am Blute, das nicht gerinnt, mit erheblich 
weniger Schwierigkeiten verbunden ist als am normalen Blute, das 
bald in der eingebundenen Kanüle, bald in der zur Blutentnahme 
verwendeten Pipette usw. gerinnt. Hirudin leistet in dieser Beziehung 
bekanntlich vorzügliche Dienste, ist aber gegenwärtig kaum zu 
erhalten, noch weniger zu erschwingen; es könnte also vorteilhaft 
durch die weit leichter zugänglichen Peptonpräparate (bekanntlich. 
Albumosengemische) ersetzt werden, die, in die Blutbahn von Tieren 
eingespritzt, das Blut für mehrere Stunden ungerinnbar machen !). 
Nur fragt es sich, ob das Pepton den Stoffwechsel bzw. Gaswechsel 
gänzlich unberührt läßt wie Hirudin, oder ihn irgend beeinflußt ? 
Im letzteren Falle ist das Pepton in Versuchen, in denen auch der 
Gaswechsel bestimmt werden soll, nicht zu verwenden. 

Die einander widersprechenden Angaben der einschlägigen 
Literatur?) sind nicht geeignet, die oben gestellte Frage zu ent- 
scheiden; ich habe daher mit Erlaubnis von F. Tangl, unter dessen 
Leitung das oben genannte Institut zu jener Zeit stand, noch im 
Jahre 1912 Versuche an Hunden angestellt, deren Veröffentlichung 
bis nın aus verschiedenen Gründen unterblieben war. 


1) Schmidt - Mühlheim, Arch. f. [Anat. ul Physiol. 1880, 8. 33 und 
JÄtbertoni, Centralbl. f. med. Wiss. 1880, S. 577. 

2) Mehring und Zuntz, Pflügers Arch. 15, 636, 1877 und 82, 173, 
1883. J. Potthast, ebendaselbst 32, 280, 1883. Blachstein, Arch. f. [ Anat. u.] 
Physiol. 1881, S. 394. 
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Die Versuche wurden nach der von Tangl seinerzeit beschriebenen 
Methodik !) ausgeführt, bezüglich deren hier nur so viel erwähnt sei, 
daß das Versuchstier (Hund) tracheotomiert, durch intravenöse Kurare- 
Einspritzung gelähmt und künstlich ventiliert wurde. Unter ständiger 
Beobachtung von Körpertemperatur und Blutdruck werden an jedem 
Tiere erst eine Reihe von sogenannten Normalversuchen ausgeführt 
und dann eine frisch bereitete 5 proz. Lösung von Merckschem Witte- 
pepton bei der Jugularis, und zwar in einer Menge eingeführt, daß pro 
l kg Körpergewicht insgesamt 0,12 bis 0,36g Pepton entfielen. 


Die Daten dieser Versuche, sieben an der Zahl, sind in den 
Tabellen am Ende des Textes enthalten, und ist aus ihren Ergebnissen 
folgendes zu ersehen. 


Am auffallendsten war die meistens ausgesprochene, bisweilen 
starke Abnahme des Sauerstoffverbrauchs. Berechnet man an jedem 
Tiere den mittleren Sauerstoffverbrauch erst vor und dann nach der 
Peptoninjektion und vergleicht die Mittelwerte untereinander, so 
ergeben sich die in nachfolgender Zusammenstellung ersichtlichen 
Werte: 


| O Verbrauch Koe 





Ti vor nac Änderung 
1er | der Injektion der Injektion in Dk 
o. em prol! em pel 
SE 46,7 | 39,6 152 
2 | 52,4 47,1 — 10,1 
3 47,2 | 45,4 | — 3,6 
4 71,9 51,6 — 28,2 
5 46,7 48,2 + 3,2 
6 49,9 | 45,2 — 94 
7 63,8 46,0 | — 27,9 


Die Kohlensäureausgabe war ebenfalls nicht unverändert geblieben, 
doch war ihre Änderung in den verschiedenen Versuchen keine gleich- 
sinnige; bald hatte sie ab-, bald wieder zugenommen. In allen Ver. 
suchen gestaltete sich jedoch die Änderung im Sauerstoffverbrauch 
und in der Kohlensäureausgabe derart, daß eine erhebliche Zunahme 
des respiratorischen Quotienten resultierte. 





— m U U m m mn Se E EES - EEN ee Se ne 











Vor | Nach i Vor Nach 
Tier der Injektion der Injektion Tier der Injektion der Injektion 
| l 
l | 0,699 0,796 5 0,772 0,820 
2 0,661 0,779 6 0,738 0,820 
3 0,781 0,849 1 l 0,844 1,005 
4 0,749 0,831 





1) F. Tangl, diese Zeitschr. 84, 1, 1911. 


156 G. Kelemen- 


Man dürfte nicht fehlgehen, wenn man die Abnahme des 
Sauerstoffverbrauchs mit der bisweilen sehr erheblichen Abnahme 
des Blutdrucks infolge der Peptoninjektion in Zusammenhang bringt. 
Der Blutdruck betrug in Millimetern Hg: 


| 


Vor Unmittelbar l Vor . Unmittelbar 
an der Injektion der dere ES der Injektion der kön 
l i 158 110 5 160 | 148 
2 i 127 64 6 170 150 
3 | 81 74 7 131 © HO 
a "0184 98 


Nach alledem wird es nicht schwer fallen, aus obigen Versuchs- 
ergebnissen den Schluß zu ziehen, daß Pepton in Dosen, die geeignet 
sind, die Blutgerinnung zu verhüten, den Gaswechsel erheblich ver- 
ändert; daher in Versuchen, in denen der Gaswechsel bestimmt werden 
soll, Pepton nicht verwendet werden darf. 
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Chemisches über die Zugehörigkeit der Carotisdrüsen 
zu dem Adrenalsystem. 


Von 
Zoltán Aszódi und Ludwig Paunz. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universität in Budapest). 


(Eingegangen am 31. Dezember 1922.) 


Über die physiologische Bedeutung der Carotisdrüsen ist zurzeit 
nur wenig bekannt, da auch neuere Untersuchungen zu vielfach wider- 
sprechenden Ergebnissen führten. In diesen Versuchen war man teils 
bestrebt, die Zugehörigkeit der Carotisdrüsen zum Adrenalsystem 
durch den Nachweis von Adrenalin zu erbringen, teils hatte man nach 
Ausfallserscheinungen gefahndet, die der Exstirpation der Drüsen 
folgen sollten. 


So hatte Stilling!) später auch Mönckeberg?) an der Carotisdrüse eine 
Braunfärbung durch doppeltchromsaures Kalium beobachtet, Mulon?) fand 
im Auszug der Drüse die Vulpiansche Probe mit Eisenchlorid positiv, 
und sah auch an zwei Kaninchen die intravenöse Injektion des Aus- 
zuges der Drüse von einer Blutdrucksteigerung gefolgt. Hingegen fanden 
Pendet), Tarozzi’) und Vassale®), daß die Reaktion mit doppeltchrom- 
saurem Kalium negativ ausfällt; ferner bestreiten Vassale und Massaglia 
den positiven Ausfall der Vulpianschen Eisenchloridprobe, Frugoni?) die 
Steigerung des Blutdrucks. Von der Exstirpation der Carotisdrüsen an 
Meerschweinchen sah Scaffidi®) keinerlei Wirkung; Vassale an Katzen, sowie 
Lanzilotta?) und Massaglia!”) nur eine vorübergehende Glucosurie, endlich 
Schmidt !!) keinerlei Änderung im Blutdrucke und in der Adrenalinempfind- 
lichkeit. Betke!?) war es allein, der die Exstirpation der Carotisdrüsen 
(an jungen Hunden und Katzen) von einem osteomolacischen Zustande 
sowie von einer eigentümlichen Veränderung in der Milz gefogt sah, die 
unter zunehmender Kachexie zum Tode der Tiere führten. 


1) H. Stilling, Lausanne 1892; zitiert bei Biel 

2) Mönckeberg, Zieglers Beitr. 88, 1905. 

3) P. Mulon, Arch. gen. med. Nr. 52, 1904; zitiert bei Biedl. 
4) N. Pende, Milano, Soc. edit. libr. 1909; zitiert bei Biedl. 
5) Tarozzi, zitiert bei Biedl. 

€) G. Vassale, Pathol. 8, Nr. 70, 1911; zitiert bei Biedl. 

7) C. Frugoni, Poliecl. soc. med. 20, 1, 1913; zitiert bei Biedl. 
8) Scaffidi, zitiert bei Biedl. 

®) R. Lanzilotta, Arch. di Fisiol.; zitiert bei Biedl. 

10) A. Massaglia, Frankf. Zeitschr. f. Pathol. 18, 333, 1916. 
11) E. G. Schmidt, Ber. klin. Chir. 88, 301, 1914. 

12) Beike, Ber. klin. Chir. 95, 344, 1915. 


160 Z. Aszodi u. L. Paunz: 


Bei diesem Stand der Dinge hielten wir es für ein nützliches Unter- 
fangen, der Frage wenigstens durch solche Untersuchungen näher zu 
treten, durch die endgültig entschieden werden sollte, ob in den Carotis- 
drüsen Adrenalin nachzuweisen ist oder nicht. Hierzu standen uns 
drei Wege offen: 

l. Nachweis durch die bekannten chemischen Reaktionen. 

2. Nachweis durch das bekannte Verhalten gewisser überlebender 

Gewebe dem Adrenalin gegenüber. 
3. Nachweis auf Grund gewisser Erscheinungen an lebenden 
Tieren, denen man Adrenalin beibringt. 

Um Versuchsfehler. nach Möglichkeit auszuschließen und unsere 
Versuchstechnik zu kontrollieren, wurden 1. die chemischen Reaktionen 
gleichzeitig auch an Nebennierenauszügen ausgeführt und wurde 2. das 
Verhalten der überlebenden Gewebe, das zu unseren Versuchen diente, 
auch an den Nebennierenauszügen geprüft. 


Herstellung der wässerigen Drüsenextrakte. 

An soeben geschlachteten Pferden wurden die Carotisdrüsen 
herauspräpariert. Dies ging leicht vonstatten, da die an der Teilungs- 
stelle der Carotis communis befindlichen 3x 1x 1 bis 8x 6 x 4 mm 
großen Gebilde von weit zäherer Konsistenz sind als das umgebende 
Gewebe und aus diesem gleichsanı herausgeschält werden konnten. 
Sie wurden, 25 bis 30 an der Zahl, sofort in 10 ccm des betreffenden 
Extraktionsmittels (destilliertes Wasser oder Ringerlösung oder 0,5 proz. 
Essigsäure) eingelegt und nach ihrer Beförderung ins Laboratorium 
möglichst steril mit Quarzsand verrieben. Nun wurde die Flüssigkeit 
auf 25ccm aufgefüllt, 24 Stunden lang geschüttelt, und entweder der 
'Spontan-Sedimentierung überlassen oder zentrifugiert. In je I ccm 
der so erhaltenen Extrakte waren demnach die in der Kälte löslichen 
Bestandteile je einer Carotisdrüse enthalten. Der ungelöste Rest wurde 
nun mit abermals 25ccm des Extraktionsmittels übergossen und bei 
70°C 24 Stunden lang am Wasserbade stehen gelassen. 

Alles in allem standen uns sechs Auszüge zur Verfügung, deren 
drei die kaltlöslichen, andere drei die nur in der Wärme löslichen, 
eventuell wirksamen Bestandteile der Drüsen enthielten. 


A. Chemischer Nachweis. 


Es wurden folgende Reaktionen ausgeführt: 

l. Comesattische Probe. Die Flüssigkeit wird mit einigen Tropfen 
einer 0,l proz. Lösung von Sublimat, dann mit wenig Leitungswasser 
versetzt und aufgekocht. Ist Adrenalin vorhanden, so entsteht, je 
nach seiner Menge, eine rosenrote bis rote Färbung. Diese Reaktion 
ist laut unserer Erfahrung weit leichter wahrzunehmen, wenn die 
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Reaktion in einer kleinen weißen Porzellanschale und nicht in einer 
Eprouvette ausgeführt wird. 


2. Fränkel-Allerssche Probe. Die zu prüfende, vorher enteiweißte 
Flüssigkeit wird mit dem gleichen Volumen einer n/1000 Kalium- 
bijodatlösung und mit einigen Tropfen verdünnter Phosphorsäure 
versetzt und bis zum beginnenden Sieden erhitzt. War Adrenalin 
vorhanden, so entsteht eine rosenrote Färbung, die sich von einem 
weißen Hintergrunde gut abhebt. 


3. Vulpiansche Eisenchloridreaktion. Auf Zusatz einiger Tropfen 
einer Eisenchloridlösung entsteht in Lösungen von Adrenalin eine 
Grünfärbung; wird noch Alkali hinzugefügt, so schlägt die Farbe in 
Violett und Rot um. 

4. Mit Phosphorwolframsäure Blaufärbung. 

5. Mit Phosphormolybdänsäure Grünfärbung. 

Das Ergebnis der an den ersten, kalt bereiteten Auszügen aus- 
geführten Versuche ist nachstehend zusammengestellt; desgleichen 
auch das Ergebnis der der Kontrolle halber an Nebennierenextrakten 
ausgeführten Proben. 
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Also war in den kalt bereiteten ersten Auszügen der Carotisdrüsen 
auf keine Weise Adrenalin nachzuweisen; daß aber die Bereitung der 
Extrakte und Ausführung der Reaktionen richtig waren, geht aus 
dem positiven Ausfall der an den Nebennierenextrakten ausgeführten 
Proben hervor. Da es immerhin möglich war, daß das in den Carotis- 
drüsen enthaltene Adrenalin in das kalt angewendete Extraktions- 
mittel nicht überging, wurde mit jedem der drei Extraktionsmittel 
in der Wärme zum zweitenmal extrahiert und konnten diesbezüglich 
die folgenden Befunde erhoben werden: 


Com. | Fr.»All, 1. | Vulpian n | P.-wo. | p pm. Mo. 
nn ([Destill. Wasser — u = — 
a |Ringeriisung d e = SCH pe 
0,5proz. Essigs. | - 1. - | Ss eh See 

Seben | Destill. Wasser schwach + dt Sb schwach + 
= | Ringerlösung , schwach + = Ss an 
nieren Je ‚Sproz. Essige. — ` = — j - | Ge 


Riochemische Zeitschrift Band 136. 11 


162 Z. Aszódi u. L. Paunz: Zugehörigkeit der Carotisdrüsen usw. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daß bei der Extraktion der 
Nebennieren mit kaltem destilliertem Wasser bzw. auch mit Ringer- 
lösung Adrenalin zurückbleiben kann, das dann in das warme 
Lösungsmittel übergeht. An den Carotisdrüsen waren auch die warm 
bereiteten Eztrakte frei von Adrenalin. 


B. Nachweis an überlebenden Geweben. 


Überlebende Arterienstreifen aus der Pferde- oder Rindercarotis 
führen, wie seit den Untersuchungen von O. B. Meyer, Hull, Friedmann 
und Weiss bekannt, in Ringerlösung bei 38 bis 39° C, durch ein Gegen- 
gewicht in gespanntem Zustande erhalten, rhythmische Bewegungen 
in Intervallen von etwa je 1 Minute aus. Wird die Ringerlösung mit 
Adrenalin versetzt, erfolgt beinahe unmittelbar eine äußerst starke 
einmalige Kontraktion des Streifens. 

An solchen Arterienstreifen haben wir nachzuweisen gesucht, 
ob das Carotisdrüsenextrakt Adrenalin enthält oder nicht, und ergaben 
diese Versuche das übereinstimmende Resultat, daß in keinem Falle 
auch nur die Spur einer Reaktion eingetreten war, die auf die Anwesen- 
heit von Adrenalin hingewiesen hätte. Davon jedoch, daß es keine 
refraktären Präparate waren, haben wir uns dadurch überzeugt, daß 
wir nach dem negativen Ausfall des Versuchs mit dem Carotisdrüsen- 
extrakt jedesmal etwas Nebennierenextrakt bzw. Adrenalinlösung 
hinzufließen ließen, worauf der Arterienstreifen prompt reagierte. 


C. Nachweis durch den Tierversuch. 


Ist im Carotisdrüsenextrakt Adrenalin enthalten, so muß es 
Tieren, subkutan beigebracht, eine, wenn auch vorübergehende Glu- 
cosurie erzeugen. Zu diesen Versuchen wurden weiße Ratten ver- 
wendet, denen je 5 ccm des sterilisierten, mittels Ringerlösung bereiteten 
Extrakts unter die Haut gespritzt wurde. In keinem Falle war es zu 
einer Glucosurie gekommen. 

Nach alledem wird man es als erwiesen erachten dürfen, daß 
die Carotisdrüsen kein Adrenalin enthalten und daß es nicht angängig 
ist, die Carotisdrüsen als zum Adrenalsystem gehörend zu betrachten. 


Neue Dielektrizitätskonstanten. 
Von 
Rudolf Keller, Prag. 
( Eingegangen am 5. Januar 1923. ) 


In meiner letzten Arbeit über diesen Gegenstand!) habe ich die 
Dielektrizitätskonstante unzweckmäßig definiert nach der Methode, 
nach der sie gewöhnlich gemessen wird. Die physiologische Bedeutung 
der Dielektrizitätskonstante — fortab nach dem Laboratoriums- 
gebrauch als Dieko bezeichnet — erhellt deutlicher aus der Detinition 
nach Nernsi”). Die elektrostatische Wechselwirkung zweier elektrisch 
geladener Körper ändert sich je nach der Natur des Mediums, in welchem 
sie sich befinden; ziehen sie sich im Vakuum mit der Kraft k an, so 
beträgt diese Kraft in einem anderen Medium k/D, worin D, die Di- 
elekirizitätskonstante des betreffenden Mediums, stets größer — bei 
(Gasen jedoch nur unwesentlich größer — als l ist. Bei der Dissoziation 
der Ionen, der in den letzten Jahrzehnten in der Biochemie eine so 
überragende Bedeutung zugeschrieben wird, ist nach einem Gedanken, 
den zuerst Nernst im Jahre 1893 (und im selben Jahre, jedoch später, 
J.J. Thomson) ausgesprochen hat, die Dieko die grundlegende Be- 
dingung. Offenbar spielen die elektrostatischen Anziehungskräfte der 
entgegengesetzt geladenen Ionen eines Elektrolyts eine entscheidende 
Rolle bei der elektrolytischen Dissoziation, denn, da zwei entgegen- 
gesetzt geladene Körperchen sich um so schwächer anziehen, je größer 
die Dielektrizitätskonstante des Lösungsmittels ist, so bleibt Kochsalz 
in Benzol (Dieko 2) undissoziiert und wird in Wasser (Dieko 81,7) 
dissoziiert. Diese Vermutung, daß die Ionisierung mit der Dieko steigt, 
wurde von Walden einige Jahre später quantitativ erwiesen, und zwar 
erwies sich die Dissoziation der dritten Potenz der Dieko proportional. 
Aus diesem überaus starken Einfluß auf die Dissoziation ergibt sich 
die biochemische Bedeutung der Dieko und die Notwendigkeit, diese 
Konstante bei den wichtigsten organischen Stoffen zu bestimmen. 

Für die Biochemie sind zwei Hauptfragen von grundlegender 
Bedeutung, erstens die Ermittlung der biochemischen Stoffe von be- 


1) Diese Zeitschr. 115, 135, 1921. 
2) Nernst, Theoret. Chem. 8. bis 10. Aufl., S. 366. Stuttgart 1921. 
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sonders niedriger Dieko; diese Stoffe müssen, da die Salze in ihnen l 
nicht oder wenig dissoziieren können, nicht bloß elektrische Isolatoren 

im Sinne der Technik sein, sondern sie sind zugleich in einem über- 
tragenen Sinne chemische Isolatoren, d. h. der Gedanke an die sonst 
für unsere Beobachtungen der chemischen Natur der Stoffe gewöhnlich 
betrachteten wässerigen Lösungen muß ausgeschaltet werden, Stoffe 
von großer chemischer Reaktionsfähigkeit müssen in Medien von 
niedriger Dieko als praktisch chemisch reaktionsunfähig oder wenigstens 
sehr reaktionsträg, wahrscheinlich auch wenig löslich, bezeichnet 
werden; zweitens, falls sich Stoffe von sehr hoher Dieko im Organismus 
auffinden lassen, so müssen diese wegen ihrer in der dritten Potenz 
steigenden lonisierung und Reaktionsfähigkeit ungemein schnell 
oxydiert, reduziert, synthetisiert und zerlegt werden können. Oder. 
um dieses physikalische Grundgesetz in der Sprache der physiologischen 
Chemie auszudrücken: es ist eine ganz eigenartige Ausnahmeerscheinung 
der belebten Natur, die dadurch nicht weniger merkwürdig ist, daß 
man sich an sie gewöhnt hat, daß die in den Geweben und Blutkörperchen 
enthaltenen Salze (Typus Kaliumphosphat) ganz andere sind als die 
Salze der Gewebsflüssigkeiten Blutserum und Lymphe (Typus Natrium- 
chlorid). Wenn diese Salze im Elektrolyten: Serum, und im Isolator: 
rotes Blutkörperchen gleich stark dissoziiert, also in beiden im Ionen- 
zustand existieren würden, so wäre die Tatsache, daß sowohl die An- 
ionen als die Kationen, obwohl sie fortwährend darin schwimmen, 
sich niemals während des Lebens auch nur annähernd ausgleichen 
oder einem Gleichgewicht zustreben, eine Widerlegung der Grund- 
gesetze unserer Lehre von der Osmose, unserer heutigen Elektrochemie 
und überhaupt der ganzen physikalischen Chemie. Wir können nur 
erwarten, daß sie in einem der Medien, offenbar im Gewebe, als un- 
dissoziiertes Salz, nicht als Ion bestehen. Wir müssen also in den Gewebs- 
stoffen nach Medien von besonders niedriger Dieko suchen. Eine 
andere hierher gehörige Ausnahmeerscheinung ist die Tatsache, daß 
in biochemischen Säften — wie man glaubt, unter der Wirkung der 
Fermente — bei Zimmertemperatur Oxydationen vor sich gehen, die 
sonst im Laboratorium nur bei hoher Temperatur möglich sind. Bei 
hoher Temperatur ist die chemische Reaktionsfähigkeit der Lösungen 
durch die stärkere Schwingungszahl der Corpuskeln erhöht und ebenso 
durch die verminderte innere Reibung. Diese höhere Temperatur 
kann, wie wir jetzt aus Waldens Gesetz wissen, auch durch eine höhere 
Dielektrizitätskonstante des Lösungsmittels ersetzt werden, und zwar 
viel wirksamer als durch Temperaturerhöhung, da die Ionisierung mit 
der dritten Potenz der Dieko steigt. Aus dieser Überlegung folgt, 
daß wir in den organischen Säften nach Stoffen mit hoher Dieko suchen 
müssen. Wenn es gelänge, Stoffe zu isolieren, deren Dieko 100 über- 
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steigt (Dieko des Wassers 81,7), so würde das genügen, um den Faktor 
der unspezifischen Oxydationswirkung lebender Zellen und der Fermente 
quantitativ klarzustellen. Unerklärt bliebe dann immer noch der 
Spezifizitätsfaktor der Fermente und der lebenden Organismen. 

Man erkennt, daß es sich um die chemischen Grundprobleme 
organischen Lebens handelt, gerade um jene, die sich von der Labo- 
ratoriumschemie unterscheiden. Um einwandfreie Resultate zu er- 
zielen, müßte man allerdings ein Verfahren besitzen, die Dieko in 
lebenden Zellen in mikroskopischen Quanten zu messen, ein Verfahren, 
von dem man noch weit entfernt ist. Da bis jetzt Diekos nur an Iso- 
latoren gemessen wurden, nicht an Leitern, die lebenden Gewebe mit 
ihren Elektrolytensäften, die sie in mikroskopisch dünnen Fäden 
durchziehen, aber als Ganzes durchwegs Leiter sind, so sind die bis- 
herigen Resultate leider nicht von solcher Genauigkeit, wie man sie 
wünschen würde. 

Im nachfolgenden einige neue Resultate aus dem Laboratorium 
von Reinhold Fürth. Die Messungen, für die ich Herrn Privatdozenten 
Dr. R. Fürth sehr zu Dank verpflichtet bin, werden demnächst mitsamt 
der angewandten neuen Methodik in den „Annalen der Physik“ er- 
scheinen. 


Albuminlösung, reines Eier- 


albumin Kahlbaum wo 72,0 
Dasselbe 2proz. . .. . 59,0 
Pepsin, l proz.. ...... 18,5 

$ e EECHER 76,0 

Trypsin, Yıproz. ..... 81,5 

3 H přož; 2: = & % 84,0 

s l proz. . e e 87,0 

Speichel ;. s ea a a ee 83,5 
Gehirnsubstanz, menschlich, 

aU ne de ee 5,0 

Fehlergrenze + 2 

Dieselbe, weiß. . . 2... 90,0 


Hefe, feucht , wie Wasser 
Grüne Blätter, vom Haupt- 
nerven befreit, fein zer- 
hackt unter Wasser evaku- 
iert, in dichter Packung 83,0 t 
Froschmuskel, zerhackt 83,0 +2 
Opticus (Rind), längs . . . 89,0 
„ transversal < 86,0 
Fraktionen vom menschlichen 
Serum, normal ..... 85,5 


Albuminfraktion 1:2 m. konz. 
(NH,,»SO, . ...... 82,4 
Globulinfraktion mit Ringer 
verdünnt auf das Volumen 
des verwendeten Serums 85,2 
Bei diesen drei Fraktionen # | 
Inaktivierte Sera (Mensch), 
normal . . 2 2 2 2 2.02. 
> Stunde erhitzt auf 50° 
S geschüttelt . . 
Traubenzucker, fest . . 
Lösung lOproz. ..... 
23 


SE E 
Sonm-wc 


ki 


bal ky e. oè ò% o â èe ūâ >% 


eT ei E EE 
Saccharin, fest . . 2... 
ne ‚1 Pro?. De 


1 4 eg e e ç e a >œ 


w G zs) 


RAR Ro emmm 


+ 


en 


rw 
= 


ki 


+ 


NDEN EEEEE 
(> Gen GI 


Ihr, P 
Gë GI sl sl 009 00 90 


3 3 2 3 3 


wo 


- 


Sämtliche Prozentangaben im Gramm auf 100 g Lösung. 


Die Frage, ob Fermente eine besonders hohe Dieko haben, bleibt 
vorläufig unentschieden. Das Pepsin hatte vermutlich eine Beimengung 
von solchem Eiweiß, das von Pepsin nicht zerlegt wird. 

Von den Versuchsergebnissen ist physiologisch bemerkenswert 
zunächst die hohe Dieko des Nerven in der Längsrichtung. Wenn 
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der Sehnerv des Rindes in der Längsrichtung 89,0 ergibt, wobei be- 
rücksichtigt werden muß, daß der größte Teil seiner Substanz aus 
Stoffen mit besonders niedriger Dieko besteht, aus fettartigen Scheiden, 
aus Bindegewebe, das in getrocknetem Zustande seit alters her als 
elektrischer Isolator benutzt wird, beim Sehnerven überdies noch aus 
Gliazellen, die einer hohen Dieko kaum verdächtigt werden können, 
so deutet dies ebenso wie die hohe Dieko des Hirns, bei dem wieder 
die achsenzylinderreichere weiße Substanz die höchste Dieko ergeben 
hat, darauf hin, daß der Achsenzylinder, und von diesem wieder die 
Fibrillen des Achsenzylinders, eine sehr hohe Dieko besitzen, schätzungs- 
weise von 200 oder noch höher. Ich habe früher die paradoxe Hypo- 
these vertreten, daß der Achsenzylinder des Nerven nicht unbedingt 
ein guter Leiter sein muß, wie es die Kernleitertheorie verlangt, sondern 
daß er auch ein besonderer Isolator sein könnte, worauf insbesondere 
die Erscheinungen der Narkose hinzudeuten schienen, indessen läßt 
sich nach diesen Messungen diese Ansicht nicht mehr aufrecht erhalten. 
Vielmehr ergibt sich nach dem Waldenschen Gesetz für die Erhöhung 
der Dissoziation und Leitfähigkeit, daB bei ungefähr gleichem Salz- 
gehalt der Fibrillenmasse und der übrigen Gewebe eine Überschlags- 
rechnung ebenfalls auf die Größenordnung von etwa 200 für die Dieko 
der Nervenfibrillen hinzudeuten scheint. Damit wäre ein Zusammen- 
hang zwischen der alle bekannten elektrolytischen Leitfähigkeiten 
übertreffenden Leitfähigkeit des tierischen Nerven und den elektro- 
chemischen Gesetzen gegeben. 

Die Untersuchung der Dieko der Süßstoffe hat ein merkwürdiges 
Verhalten des Saccharins zutage gefördert, das in ganz schwacher Kon- 
zentration die Dieko des Wassers stark erhöht, in stärkerer sie herabsetzt. 
Ein Zusammenhang mit der Geschmacksempfindung hat sich jedoch bisher 
nicht ergeben, bis vielleicht auf den Umstand, daß die Kurve der Konzen- 
tration der Süßstoffe mit der Dieko der Lösung eine S-Linie ergibt. Es 


sind bisher zu wenig Süßstoffe untersucht, um auch dies als feste Regel! 
behaupten zu können. 


In der jüngsten Neuauflage seiner ‚Weasserstoffionenkonzentration‘ 
reflektiert L. Michaelis!) auf meinen Einwand, man dürfe nicht, wie es 
jetzt allgemein geschieht, die in biochemischen Medien gefundenen elek- 
trischen Voltspannungen gegenüber einer Normalelektrode in Wasser- 
stoffionen definieren, sondern müsse die gefundenen Millivolt hypothesen- 
frei als Millivolt angeben. Er sagt: ‚Sollten sich die Angaben von Keller 
bestätigen, so würde das auf die Berechnung von Dissoziationskonstanten 
und lIonengleichgewichten in eiweißhaltigen Lösungen einen gewissen 
Einfluß haben.“ Hierzu ist zunächst zu bemerken, daß die Angaben von 
 R.Fürth, (um dessen, nicht um meine Bestimmungen es sich handelt), 


1) Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl. Berlin, Springer, 
1922. 
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zuverlässig sind. Durch eine bisher unveröffentlichte Nachuntersuchung 
nach einer anderen Methodik durch einen anderen Forscher hat es sich 
gezeigt, daß minimale Eiweißrnengen unter allen Umständen die Dieko 
des Wassers sehr stark herabdrücken. Aber auch wenn Fürths Messungen 
unrichtig wären, so würden dadurch die po Berechnungen der Wasser- 
stoffionenhypothese nicht richtig werden, denn über die Tatsache, daß 
Beimischungen oder Lösungen von dielektrischen Stoffen in anderen Medien 
die Dieko dieser Medien immer verändern, bestand niemals ein Zweifel. 
Das Neue an Fürths Resultaten ist nur die Stärke der Einwirkung. Ein 
Blick in ein Handbuch der Experimentalphysik oder in die Tabellen von 
Landolt- Börnstein!) zeigt jedem, daß Beimengungen von Nichtelektrolyten 
die Dieko ausnahmslos ändern. Seit Jahrzehnten werden in physikalischen 
Laboratorien die Eichflüssigkeiten für dielektrische Messungen dadurch 
hergestellt, daß zu Alkohol Benzol in bestimmten Mengen hinzugefügt 
wird, wodurch sich die Dieko des Alkohols gesetzmäßig ändert. Es konnte 
also niemals ein Zweifel daran bestehen, daß eiweißhaltige organische 
Lösungen nicht die Dieko des reinen Wassers haben könnten und die ohne 
eine Korrektur für die Beimischungen nach der Nernstschen Formel für 
reines Wasser berechneten Wasserstoffionen unrichtig waren. 

Wie schon früher gelegentlich hervorgehoben, ist der dielektrische 
Einwand nicht der stärkste, den man gegen die Definierung von gemessenen 
elektrischen Potentialdifferenzen durch Wasserstoffionen erheben kann. 
In dem Nernstschen Grundversuch handelt es sich nicht nur um reines 
Wasser oder um Elektrolyte, die die Dieko des Wassers haben, sondern 
um tote Flüssigkeiten, die im übrigen elektroneutral sind. Die technische 
Elektrochemie nennt Systeme, in denen Ionenpotentisle zum Ausgleich 
kommen und dabei elektrische Potentiale erzeugen, Primärelemente. Es 
ist aber bisher noch niemals die Frage diskutiert worden, ob in den lebenden 
Zellen nicht Sekundarelemente vorhanden sind, das heißt elektrische 
Systeme, die durch eine von außen oder innen angelegte Potentialdifferenz 
unter Energieverbrauch Ionen auseinanderreißen, elektrolysieren, wie es 
etwa in einem Bleiakkumulator während der Aufladung geschieht. Versucht 
man dieser Frage experimentell nachzugehen, indem man mit einem Indi- 
kator wie Neutralrot oder Safranin einen lebenden Querschnitt färbt, um 
die Spannungsverteilung zu überblicken, so erhält man nicht sofort ein 
Säure- und Basenbild, das sich später unter Potentialausgleich neutralisiert, 
sondern man erhält — ganz im Gegenteil — wie jeder praktische Mikro- 
skopiker es wohl schon gesehen hat, anfangs gleichmäßige Neutralfarben 
und, allmählich zunehmend, nach einiger Zeit ein Erscheinen der Säure- 
bzw. Alkalifarben an bestimmten Punkten, die dann ziemlich lange bestehen 
bleiben. Mit einem Wort: jeder lebende Schnitt verhält sich nicht wie ein 
System von Primärelementen, das sich allmählich neutralisiert, sondern 
wie ein System von Sekundärelementen, Elektrolysierapparaten, das all- 
mählich die vorher neutrale Lösung in Basen und Säuren zerlegt. In einem 
Primärelement befinden sich die Wasserstoffionen stets am Säurepol, an 
der Anode, im Sekundärelement an der Kathode. Aus dieser Tatsache 
ergibt sich, daß, insoweit in lebenden Organismen Sekundärelemente vor- 
handen sind, und dies ist, soweit es sich experimentell erkennen läßt, der 
überwiegende Fall, die Wasserstoffionentheorie in lebenden Medien ihre 


1) Landolt- Börnstein, Physik.-Chem. Tabellen, 4. Aufl. Berlin, Springer, 
1912. 
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Resultate verkehrt angibt, nämlich die großen Wasserstoffzahlen an den 
Säurepolen statt an den Basenpolen. Die Methodik, die gegenwärtig allein 
die bioelektrochemische Experimentierarbeit beherrscht, ist also nicht nur 
ungenau, wegen des vernachlässigten dielektrischen Faktors, sie ist in der 
Mehrzahl der Fälle einfach verkehrt, indem sie eine große Zahl von Wasser- 
stoffionen gerade dort berechnet, wo eine reziproke kleine Zahl von Wasser- 
stoffionen zu erwarten ist. 

Es gibt noch eine große Zahl von anderen Gründen, weshalb die ganze 
[H] -Systematik unrichtig ist. Man findet sie in mustergültiger Weise zu- 
sammengestellt in dem oben erwähnten Buch von Michaelis, das allerdings 
nicht die volle Konsequenz daraus zieht, indem dieser Autor glaubt, durch 
eine Umänderung der Nomenklatur Ionenkonzentration in den Ausdruck 
„aktive Masse der Ionen‘‘ die Einwände beseitigen zu können, deren Beweis- 
kraft von ihm selber, einem der Führer der Weasserstoffionenmethodik, 
nicht länger mehr unterschätzt wird. Leider nur ist mit dieser Umbe- 
nennung nichts gewonnen. Man sollte nicht übersehen, daß diese Auffassung 
der Ionenkonzentration überhaupt, wie beispielsweise aus der Neuauflage 
des eingangs erwähnten Handbuchs von Nernst hervorgeht, von Männern 
aufgegeben wird, die zu den Mitschöpfern dieser Theorie gehören. Es hat 
ja seine großen Vorteile, wenn die Biochemie im allgemeinen recht kon- 
servativ ist und erst im letzten Jahrzehnt, 30 Jahre nach den großen 
epochemachenden Entdeckungen der klassischen Ionentheoretiker, daran- 
gegangen ist, die biologische Methodik der Wasserstoffionen auszuarbeiten. 
Indem man einen großen Zeitraum verfließen läßt, nach welchem man 
sicherer erkennen kann, was wahr und was falsch ist, erfüllt man ein Gebot 
der Vorsicht, kann das Widerlegte ausscheiden und nur das Wertvollste 
für die Biologie und Medizin behalten. In dem vorliegenden Falle aber 
hat man ein Vierteljahrhundert gewartet, um mit dem Zeremoniell einer 
besonders modernen Theorie gerade das zu lehren, was längst als falsch 
erwiesen ist und das zu vernachlässigen — wie beispielsweise Nernsts 
Dielektrizitätstheorie der Ionen — was seither experimentell als genau 
richtig erwiesen worden ist. 


| Wenn ich zusammenfassend mit Nachdruck die Bitte wiederhole. 

daß die Biochemie sich mit den Grundtatsachen der Elektrostatik 
befassen möchte und die einseitige Reduzierung elektrischer Messungen 
auf Wasserstoffionen oder auf eine hypothetische ‚aktive Masse“ von 
Ionen mit Entschiedenheit bekämpfe, so heißt das nicht, daß ich die 
Wasserstoffionenforschung in ihren Ergebnissen unterschätze. Viel- 
mehr möchte ich glauben, daß die grundlegenden experimentellen 
Resultate dieser mühevollen und geistreichen Methoden zu dem Besten 
zählen, das wir besitzen, und daß ihr großer Wert unbestritten sich 
dokumentieren wird, bis sie sich von dem Ballast einer überholten 
und verwirrenden Hypothesenterminologie befreit haben wird. 


Zur Kemntnis der chlorierten Eiweißkörper. 


Von 
E. Salkowski. 


(Aus der chemischen. Abteilung des pathologischen EES 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1923.) 


Die Einwirkung des Chlors auf Eiweiß — von Jod und Brom sei 
hier abgesehen — ist schon so vielfach Gegenstand der Untersuchung 
gewesen — ich nenne Hopkins, Hopkins und Pıinkus, Habermann und 
Ehrenfeld, Panzer!) —, daß eine nochmalige Untersuchung überflüssig 
erscheinen könnte, indessen war für mich ein Gesichtspunkt maß- 
gebend, der bisher nur nebensächlich in Frage gekommen ist, und über 
den die Angaben nicht ganz einheitlich sind. 

Die Frage nach der Entstehung des pathologischen Melanins 
und des ihm nahestehenden, durch Kochen von Eiweißkörpern mit 
Salzsäure sich bildenden Melanoidins oder stickstoffhaltigen Humin- 
substanz ist noch nicht als völlig gelöst anzusehen. Vielfach wird die 
Anschauung vertreten, daß für die Bildung desselben nur der aromatische 
Teil des Eiweißmoleküls in Betracht kommt. In der Tat läßt sich 
manches dafür anführen, unter anderem die Bildung brauner Farb- 
stoffe aus Tyrosin durch Tyrosinase, die Bildung ebensolcher beim 
Erhitzen von Tryptophan mit Säuren nach Fürth?), die Bildung 
schwarzer Farbstoffe aus vielen. aromatischen Substanzen nach Neuberg ` 
und Kikkoji?) durch Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd. Ferner 
können in diesem Sinne die von Tomato Ishigaka*) in Schmiedebergs 
Laboratorium ausgeführten Versuche gedeutet werden, die aus Leim 
nur 0,08 — 0,205 — 0,11%, Melanoidin (Melaninsäure) ergaben gegen- 
über viel größeren Mengen aus Eiweiß. Der Autor führt dieses Er- 
gebnis zwar auf den geringen Gehalt des Leims an Schwefel zurück, 
doch ist diese Deutung wohl unzutreffend. Auf der anderen Seite 
habe ich®) bei der Oxydation des pathologischen menschlichen Melanins 


1) Die Literatur hierüber siehe in Cohnheims Chemie der Eiweißkörper, 
3. Aufl., S. 142. 

2) Fürth, diese Zeitschr. 116, 224, 1921. 

3) Neuberg und Kikkoji, ebendaselbst 20, 523, 1909. 

4) Ishigaka, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 58, 198. 

5) E. Salkowski, Virchows Arch. 228, 468. 1920. 
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aliphatische Fettsäuren, namentlich Buttersäure und einen Aldehyd, 
vermutlich Valeraldehyd erhalten, Rona und Riesser!) aus Hippo- 
melanin Guanidin. Wenn man auch geneigt sein könnte, die Fett- 
säuren und den Aldehyd auf eine dem Melanin trotz aller bei der 
Reinigung angewendeten Sorgfalt gebliebene, Verunreinigung mit 
Eiweiß zurückzuführen, so trifft doch diese Annahme für das 
Guanidin nicht zu. 

Ich ging bei meiner Arbeit von der Annahme aus, daß es möglich 
sein könnte, durch Behandlung von Eiweißkörpern mit naszierendem 
Chlor den aromatischen Anteil zu zerstören oder doch so weit zu ver- 
mindern, daß er für die Bildung von Melanoidin nicht mehr in Frage 
kommt, ohne daß das Reaktionsprodukt den Charakter von Eiweiß 
ganz verliert. Gibt nun ein solches Reaktionsprodukt kein Melanoidin 
mehr, so ist damit die Unentbehrlichkeit des zyklischen und hetero- 
zyklischen Atomkomplexes bei der Bildung von Melanoidin erwiesen. 
Im Laufe der Arbeit ist dieser Gesichtspunkt etwas in den Hinter- 
grund getreten gegenüber anderen Beobachtungen, die sich mir auf- 
drängten und die ich nicht unverfolgt liegen lassen wollte. Ich gedenke 
noch einmal auf die Frage zurückzukommen. 


I. Teil. 


Zu meinen Versuchen wählte ich in Voraussetzung größerer Reak- 
tionsfähigkeit in erster Linie Albumose. Dieselbe war früher von mir 
in der üblichen Weise aus Fibrin durch Pepsinverdauung dargestellt 
und enthielt kaum eine Spur Pepton. Sie bildete, durch Alkohol ge- 
fällt usw., ein fast ganz weißes, in Wasser fast vollkommen klar lösliches 
Pulver. Nach einigen Vorversuchen, die hier übergangen werden 
können, schlug ich — der Kosten wegen und, weil sich dabei die Ver- 
hältnisse besser übersehen lassen, stets mit kleinen Mengen arbeitend — 
folgendes Verfahren ein: | 

De Albumose und etwa 5 g Natriumchlorat?) wurden in je 125 ccm 
Wasser gelöst, die beiden Lösungen zusammengegossen und nach 
Zusatz von 20 ccm Salzsäure von 1,126 D auf freiem Feuer erhitzt. 
Die Lösung färbte sich dabei zuerst rot, dann orange, schließlich gold- 
gelb bis citronengelb. In diesem Zeitpunkt wurde die Erhitzung unter- 
brochen und die Lösung möglichst schnell abgekühlt. Sie zeigte nun- 
mehr intensiv rote Biuretreaktion, alle anderen Farbenreaktionen 


1) Rona und Riesser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 143 und 61, 12, 1908. 

2) Aus bestimmten Gründen (s. hierüber weiter) nahm ich dieses statt 
des ursprünglich angewendeten Kaliumchlorats. Von diesem wurden anfangs 
10 g angewendet, das erwies sich aber als überflüssig, da sich nach dem 
Erkalten ein großer Teil desselben unverändert auskristallisiert fand. 
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fielen negativ aus. Der negative Ausfall konnte natürlich durch den 
Gehalt an Chloroxyd oder unterchloriger Säure bedingt sein. Um 
diese Vermutung zu prüfen, wurde eine kaltgesättigte Lösung von 
Natriumchlorat mit Salzsäure angesäuert, bis zur deutlichen Ein- 
wirkung der Salzsäure (Gelbfärbung) erhitzt, abgekühlt. Es wurden 
nun mit Albumoselösung die Farbenreaktionen angestellt, dann einige 
Tropfen der obigen Lösung hinzugesetzt!). Die Farben wurden schnell 
zerstört, nur die Reaktion mit Dimethylamidobenzaldehyd nach schnell 
vorübergehender Verstärkung. Der negative Ausfall der Reaktionen 
an der durch die Chlorierung erhaltenen Lösung war also nicht be- 
weisend für die Abwesenheit des aromatischen Atomkomplexes, vielmehr 
die vorgängige Isolierung erforderlich. Hierzu ergab sich als der nächst- 
liegende Weg natürlich die Ausfällung mit fein gepulvertem Ammon- 
sulfat bis zur Sättigung. Die dabei ausgeschiedene Substanz wurde 
wiederholt mit gesättigter Ammonsulfatlösung verrieben, um sie von 
der anhängenden Salzsäure und dem Natriumchlorat (bzw. -chlorid) 
zu befreien, dann in der üblichen Weise durch Erhitzen mit Barium- 
carbonat vom Ammonsulfat befreit, die filtrierte Lösung stark ein- 
gedampft, mit Alkohol gefällt und durch Behandlung mit Alkohol 
absolutus und Äther entwässert, die nach dem Abfiltrieren und mecha- 
nischen Abdrücken des Äthers hinterbliebene Substanz durch Ver- 
reiben in einer glasierten Reibschale vom Äther befreit. Es wurden 
mehrere derartige Darstellungen vereinigt, aber auch das Produkt 
von Einzeldarstellungen zu den Reaktionen verwendet, um die Konstanz 
derselben festzustellen. Ferner wurden auch Anteile der Lösung nicht 
mit Alkohol gefällt, sondern in dünner Schicht auf dem Wasserbade 
zur Trockne gedampft. 

Nach dem Verreiben in der Reibschale (beim Alkoholverfahren) 
stellt die gechlorte Albumose ein feines weißes oder etwas gelbliches 
Pulver dar, das sich äußerst leicht und klar mit etwas bräunlicher 
Farbe in Wasser löst. Die Substanz ist so gut wie aschefrei, die Lösung 
gibt jedoch minimale Reaktion auf Sulfate, vermutlich Ammonsulfat. 
Der Chlorgehalt betrug 5,57 %?). Die 5proz. Lösung zeigte folgendes 
Verhalten: 


1) Ich hielt es für überflüssig bei diesen Kontrollversuchen die bei der 
Chlorierung eingehaltenen Bedingungen genau einzuhalten, da bei nach- 
gewiesener Einwirkung der unterchlorigen Säure auf die Farbenreaktionen 
doch in jedem Falle das Reaktionsprodukt von Chlorierungsstufen befreit 
werden mußte. Bemerken möchte ich noch, daß bei dem Zusatz einiger 
Tropfen zu der heiß gewordenen Molischreaktion eine heftige Detonation 
eintrat — offenbar durch Zerfall von Chlordioxyd — und der Inhalt des 
Reagenzglases herausgeschleudert wurde. 

2) 0,5374g bei 120° getrocknet gaben mit Salpetermischung ge- 
schmolzen usw. 0,121 AgCI. Ä 
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l]. Zusatz von etwa dem gleichen Volumen gesättigter Chlor- 
 natriumlösung: keine Veränderung; bei nachträglichem Zusatz von 
Essigsäure: Trübung bzw. Niederschlag, der sich beim Erwärmen löst, 
beim Erkalten wiederkehrt. 

2. Natronlauge + Kupfersulfat bzw. Fehlingsche Lösung: starke 
Biuretreaktion mit roter Nuance. 

3. Zusatz des gleichen Volumens Salpetersäure von 1,2 D und 
Erhitzen: etwas heller werdend, Zusatz von Natronlauge von 1,34 D 
nach dem Erkalten: goldgelbe Färbung. 

4. Millons Reagens: dicke Fällung, die beim Erhitzen dunkler 
wird, indem sie zusammenschmilzt, keine Rotfärbung. 

5. Zusatz alkoholischer Lösung von p-Dimethylamidobenzaldehyd 
und rauchender Salzsäure: keine Farbenveränderung, auch nicht bei 
nachträglichem Zusatz einer Spur von Natriumnitritlösung von 0,5 %. 

6. Glyoxylsäure + konzentrierte Schwefelsäure teils für sich, teils 
unter gleichzeitiger Anwendung von Eisessig oder diesem allein: keine 
Reaktion. 

7. Die Molischreaktion bleibt See ein violetter Kung ist 
jedenfalls nicht zu konstatieren. 


Zur allgemeiner Charakterisierung der Substanz als Albumose wurden 
noch folgende Reaktion mit 21, proz. Lösung gemacht. 

1. Kupferacetat: dicker Niederschlag. 

2. Ferriammonsulfat: 0, beim Erhitzen dicker Niederschlag. 

3. Basisches Bleiacetat: schwacher Niederschlag, der sich in Natron- 
lauge löst, die Lösung zeigt beim Erhitzen keine Schwärzung. 

4. Quecksilberchlorid: Fällung. 

5. Pikrinsäurelösung: dicke Fällung. 

6. Phosphorwolframsäure + Salzsäure: dicke Fällung. 

Das Verhalten stimmt also vollständig mit dem der angewendeten 
Albumose überein mit dem Unterschied, daß die auf die genannten Körper 
der zyklischen und heterozyklischen Reihe zu beziehenden Reaktionen 
so gut wie vollständig fehlen. 


Ein Teil der Albumose geht bei der eingreifenden Behandlung 
mit Salzsäure und Natriumchlorat in Pepton über. Die Quantität 
desselben zeigte sich aber bei der weiteren Bearbeitung als so gering, 
daß eine weitere Untersuchung nicht lohnend erschien. 

Was den Gehalt der Chloralbumose an sogenanntem bleischwärzen- 
den Schwefel betrifft, so sagt Hopkins!) in seiner ersten Mitteilung, 
die sich auf chloriertes Hühnereiweiß bezieht, ... „jedoch gibt mit 
ihnen weder Millons Reagens eine Farbenreaktion, noch wird Blei- 
zucker beim Kochen geschwärzt‘. Man kann wohl annehmen ,,in 
alkalischer Lösung“. Es war aber immerhin möglich, daß die chlorierte 
Albumose organisch gebundenen Schwefel in anderer als der blei- 


1) Ber. d. deutsch. Chem. Gesellsch. 80, IT, 1861, 1897. 
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schwärzenden Form enthält. Obgleich diese Frage von untergeordneter 
Bedeutung ist, habe ich doch einen Versuch darüber angestellt. 
0,5208 g wurden in Wasser gelöst, die bräunliche ganz klare Lösung 
mit überschüssiger Chlorbariumlösung versetzt, angesäuert, erhitzt, dann, 
um das Auswaschen zu ersparen, auf 80 ccm gebracht, von dem Filtrat 
Di cem abgemessen, auf dem Wasserbad eingedampft, um die freie Salz- 
säure zu entfernen, neutralisiert, mit Salpetermischung geschmolzen, 
einige Zeit im Schmelzen erhalten, um sicher zu sein, daß etwa gebildetes 
Barıumsulfat sich mit dem Natriumcarbonat vollständig umsetzt, im 
Filtrat der in Wasser gelösten Schmelze + Waschwasser die Schwefelsäure 
bestimmt. Erhalten wurde 0,0164 BaSO,. Daraus würde sich ein Gehalt 
von 0,56 % Schwefel ergeben, indessen würde ich auf die Zahl.keinen be- 
sonderen Wert legen, da sich die angewendeten Materialien in Kontroll- 
versuchen nicht absolut frei von Schwefelsäure zeigten, außerdem bei dem 
längeren Schmelzen der Schwefelgehalt des Gases in Betracht kommt, 
wenn auch nicht in dem Grade, wie vielfach angenommen wird; qualitativ 
halte ich den Schwefelgehalt aber für nachgewiesen, such daß er vermindert ist. 


Außer durch Ammonsulfat habe ich die chlorierte Albumose auch 
mit Phosphorwolframsäure gefällt, hauptsächlich um auf etwaige, bei 
der Chlorierung entstehende, nicht flüchtige Nebenprodukte zu fahnden. 
Die Vermutung, daß solche entstehen könnten, schien dadurch ge- 
rechtfertigt, daß die Quantität der bei der Verarbeitung des Phosphor- 
wolframsäureniederschlags schließlich erhaltenen Chloralbumose in 
allen Fällen verhältnismäßig gering war. 

Zur Auffindung solcher Nebenprodukte wurde das Filtrat und drei 
Waschwässer des Phosphorwolframsäureniederschlags eingedampft und 
stärker, bis zum Glühen, erhitzt: in allen Fällen trat nur eine so geringe 
Schwärzung ein, daß man sie ungezwungen auf der Fällung entgangene 
Chloralbumose beziehen konnte. Die Ursache für die geringere Ausbeute — 
gegenüber der Fällung mit Ammonsulfat — mußte also an einer anderen 
Stelle liegen. Sie fand sich in der ungenügenden Zersetzung des Phos- 
phorwolframsäureniederschlags durch Baryt, trotzdem dieselbe unter 
Erhitzen bewirkt war. Als der gut ausgewaschene Rückstand, der 
nach der Behandlung mit Baryt geblieben war, mit Natronlauge be- ` 
handelt wurde, löste er sich so gut wie vollständig auf. Salzsäure fällte 
aus der Lösung einen Niederschlag, der genau so aussah wie der durch 
Phosphorwolframsäure direkt erhaltene. Es fragte sich, ob dies eine 
Eigentümlichkeit der Chloralbumose sei oder ob sich die Albumose 
selbst ebenso verhalte. Dies ergab sich in der Tat. Zur genaueren 
Untersuchung wurde eine Albumoselösung nach dem Ansäuern mit 
Salzsäure mit Phosphorwolframsäure gefällt, ein Teil nach gutem Aus- 
waschen mit Alkohol und Äther entwässert. Derselbe sei mit A be- 
zeichnet, ein anderer Teil wurde mit Baryt behandelt, der Rückstand 
mit Natronlauge, die alkalische Lösung mit Salzsäure gefällt usw. Das 
Produkt sei mit B bezeichnet. Beide Niederschläge wurden analysiert. 
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Es wurde bestimmt: Wassergehalt, Glührückstand, Phosphor- 
säure in demselben, Stickstoff nach Kjeldahl. Bezüglich des Glührück- 
standes bemerke ich, daß derselbe eine graugrüne Farbe hatte und 
sich in Natronlauge leicht löste. Zur Phosphorsäurebestimmung wurde 
die alkalische Lösung mit Salzsäure angesäuert, wobei sich ein weißer 
Niederschlag, anscheinend Wolframsäure, ausschied. mit Ammoniak 
alkalisiert — der weiße Niederschlag ging dabei in Lösung — und mit 
Chlormagnesiummischung versetzt, der kristaliinische Niederschlag 
nach 24 Stunden abfiltriertt usw. Die Analyse ergab in Prozenten 
der Trockensubstanz!): 


Organische Substanz. . . . . 40,04 
Anorganische ` . . . . . 59,96 
Phosphorgehalt . . . ... . 0,50 
Stickstoff . e Dä 


Der Stickstoffgehalt der organischen Substanz berechnet sich zu 
15,87 %,, die Multiplikation mit 6,25 erxibt 99.18%. Die Analyse?) 
von B ergab in Prozenten der Trockensubstanz: 


Organische Substanz . . . . 38,62 
Anorganische .„ 202020. 61,38 
Phosphorgehalt . . . . . . . 0,49 
Stickstoffgehalt . . . .... 6,41 


Die organische Substanz enthält danach 16,55%% Stickstoff. Die 
Multiplikation mit 6,25 ergibt 101.56. 

Dazu ist zu bemerken, daß beim Auflösen des Glührückstands 
in Natronlauge ein wenig Kohle zurückblieb. Der Glührückstand 
ist infolgedessen ein wenig zu hoch, die organische Substanz etwas zu 
niedrig gefunden. Hierauf ist es vermutlich zurückzuführen, daß der 
Stickstoffgehalt der organischen Substanz, prozentisch berechnet, etwas 
zu hoch ausfällt, die Multiplikation mit 6.25 also mehr als 100 ergeben 
mußte. 

An der Identität der beiden Niederschläge kann danach kein 
. Zweifel sein. Auffallend ist der geringe Phosphorgehalt;; wahrscheinlich 
geht beim Auswaschen Phosphor bzw. Phosphorsäure verloren, es 
dürfte jedoch kaum möglich sein, dies mit Sicherheit festzustellen. 


1) 0,7573 g verlor beim Trocknen 0,054 H,O — also Trockensubstanz 
0,7033 = 92,870, — Glührückstand 0,4218 = 59,96 °,, derselbe lieferte 
0,014 Mg,P,O,; 2. 0,7486 g = 0,6952 trocken erforderte bei der Kjeldahl- 
Bestimmung 16,0 cem n '5.Säure. ` 

zl 0,915 g verlor beim Trocknen 0,027, hinterließ also 0,8872 Trocken- 
substanz = 96,97 2%, hinterließ beim Glühen 0,3426 — 38,62%. Aus dem- 
selben wurde erhalten 0,0154 Mg,.P,O, = 0,49°, P der Trockensubstanz. 
— 0,6208 g — 0,601 trocken erforderte bei der Kjeldahlbestimmung 13,8 n/5 
Säure = 0,6386 N = 6,410% (etwas zu hoch aus dem eben angegebenen 
Grunde). = 
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Man muß übrigens auch an die Möglichkeit denken, daß beim Glühen 
der kohlenstoffhaltigen Substanz Phosphor als solcher entwichen ist. 
Auch das möchte sich schwer feststellen lassen. Ein besonderes Inter- 
esse an der Aufklärung dieser Verhältnisse lag nicht vor, ich habe 
deshalb Versuche hierüber nicht angestellt. 

Da der Phorphorwolframsäureniederschlag aus der chlorierten 
Albumose sich in seinen äußeren Eigenschaften sowie in seinem Ver- 
halten zu Baryt, Natronlauge und Salzsäure ganz ebenso verhält wie 
der aus Albumose, habe ich es für überflüssig gehalten, die betreffenden 
Niederschläge zu analysieren. 

. Bemerkenswert erscheint mir noch, daß der Phosphorwolfram- 
säureniederschlag sich in 50proz. Alkohol nicht unbeträchtlich löst. 

Zur Entfernung des Baryts aus der barythaltigen Lösung der 
chiorierten Albumose wurde dieselbe mit Ammoniak und Ammonium- 
carbonat versetzt, erhitzt, filtriert, zur Trockne gedampft oder nach 
entsprechender Einengung mit Alkohol gefällt usw. Das erhaltene 
Produkt entsprach vollständig dem ohne Zuhilfenahme von Phosphor- 
wolframsäure erhaltenen. Ich habe dieses Verianren angewendet, 
weil es mir nicht glückte, durch Einleiten von CO, und Erhitzen zu 
einem barytfreien Filtrat zu gelangen. Völlig barytfreie Filtrate be- 
kommt man freilich auch durch Ammoniumcarbonat nicht, sie gaben 
stets Trübung mit H,SO,, doch erklärt sich dieses wohl daraus, daß 
BaCO, in Wasser etwas mehr löslich ist als BaSO,. 

Es schien mir wünschenswert, die einzelnen Phasen der Einwirkung 
von CO, auf eine barythaltige Albumcselösung etwas genauer kennen- 
zulernen. | 

1. 100 cem lproz. Albumoselösung wurden mit 50 ccm Baryt- 
wasser (etwas verdünnt) versetzt (die leicht getrübte Albumoselösung 
wurde dabei völlig klar) und stundenlang CO, eingeleitet, bis die Reak- 
tion neutral war, dann filtriert, der Niederschlag (A) gut ausgewaschen. 
Er enthielt nicht unbeträchtlich Albumose, wie sich zeigte, wenn man 
ihn direkt mit etwas Natronlauge und Fehlingscher Lösung durch- 
schüttelte. Besser noch ist es, den Niederschlag in Salzsäure zu lösen, die 
Lösung mit NaOH und Na,C0O,-Lösung zu versetzen, von dem Barium- 
carbonat abzufiltrieren und das Filtrat mit Fehlingscher Lösung zu ver- 
setzen. Es wird also Albumose adsorbiert. Die Quantität der adsorbierten 
Albumose steigt mit der Konzentration der Albumoselösung, hängt auch 
von der speziellen Beschaffenheit der angewendeten Albumose ab. 

Das Filtrat von dem Niederschlag A wurde stark eingedampft; 
es schied sich natürlich reichlich Bariumcarbonat aus, aber auch dieser 
Niederschlag, gut ausgewaschen, enthielt Albumose, andererseits war 
auch das Filtrat nicht ganz barytfrei, es gab mit Ammoncarbonat 
noch einen Niederschlag. 
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Wenn man jedoch anders verfuhr, nämlich die Mischung gleich 
nach dem Einleiten von CO, energisch zum Sieden erhitzte, so war 
das ausgeschiedene Bariumcarbonat, wenn auch nicht völlig, so doch 
nahezu frei von Albumose, völlig frei dagegen bei Anwendung von 
Ammoniumcarbonat. In einem zweiten, ebenso angestellten Versuch 
enthielt indessen das Bariumcarbonat doch Albumose adsorbiert, bei 
Anwendung von Ammoncarbonat statt CO, dagegen nicht. Ganz 
konstant sind die Erscheinungen nicht. Daß der erste Niederschlag 
von BaCO, Albumose enthält, ist augenscheinlich eine einfache Ad. 
sorptionserscheinung, der Bariumgehalt des Filtrats von diesem Nieder- 
schlag beruht ohne Zweifel auf der Bildung einer Albumosecarbamin- 
säureverbindung, die den von Siegfried!) entdeckten Carbaminsäure- 
verbindungen der Aminosäuren analog ist, welche sich beim Kochen 
zersetzen. Es ist nicht zu verkennen, daß das Resultat der ersten 
Versuchsanordnung mit Teilung des Versuchs in einzelne Phasen mit 
dem der Erhitzung von vornherein in einigem Widerspruch steht, 
eine Erklärung wird sich schwer finden lassen. In praktischer Beziehung 
geht aus den Versuchen jedenfalls so viel hervor, daß man bei An- 
wendung von CO, zur Entfernung des Baryts erstens vor der Filtration 
kochen muß und zweitens die erhaltene Endlösung mit Ammonium- 
carbonat auf Bariumgehalt prüfen muß. 

Es war nun von vornherein klar, daß die Adsorptionserscheinungen 
von der kolloidalen Natur der Albumose abhängig sind. Zur Prüfung 
dieser Voraussetzung wurden 100 ccm einer lproz. klaren Glykogen- 
lösung (klar, abgesehen von der dem Glykogen zukommenden 
Opaleszenz) mit 50 ccm etwa halbgesättigtem Barytwasser versetzt?), 
in die klar gebliebene Lösung anhaltend CO, eingeleitet, filtriert. Die 
Filtration gelang ohne Schwierigkeit. Der Niederschlag wurde gut 
ausgewaschen, d. h. bis zum gänzlichen Verschwinden der Glykogen- 
reaktion. Die essigsaure Lösung des Niederschlags gab intensive 
Glykogenreaktion. Das Filtrat von dem Niederschlag wurde stark 
eingedampft, die trübe Flüssigkeit ließ sich weder durch Papier noch 
durch Asbest filtrieren, beim Eindampfen hatte sich aber ein Teil des 
Bariumcarbonats so fest an der Abdampfschale festgesetzt, daß diese 
mehrmals mit Wasser ausgespült werden konnte, ohne daß sich der Ab- 
satz ablöste. Dieser Niederschlag enthielt gleichfalls reichlich Glykogen. 

Daß für die Adsorption durch Bariumcarbonat die kolloidale 
Natur der in Lösung befindlichen Substanz maßgebend ist, zeigte 


1) Siegfried, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 401, 1913. 

2) Man setzt das Barytwasser vorsichtig und allmählich zu, der anfangs 
entstehende Niederschlag löst sich wieder auf; wird dieser Punkt über- 
echritten, so läßt sich der Fehler durch einen kleinen weiteren Zusatz von 
Glykogenlösung verbessern. 


P 
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sich in Versuchen mit dem Filtrat der Mischung von Harn mit Baryt- 
wasser, und ebenso in Versuchen mit Glykokoll und Barytwasser beim 
Einleiten von CO,. Auf die Einzelheiten dieser sehr einfachen Ver- 
suche brauche ich wohl nicht näher einzugehen. Der Verlauf des Ver- 
suchs mit Glykokoll zeigte indessen doch etwas Besonderes, das ich 
nicht ganz übergehen möchte. Das Filtrat von dem Niederschlag von 
BaCO, wurde fast bis zur Trockne eingedampft; den Angaben Siegfrieds 
entsprechend schied sich reichlich Bariumcarbonat aus, und zwar 
reines, das Filtrat davon war aber nicht frei von Baryt, es gab mit 
Ammoniumcarbonat eine Fällung. Im Widerspruch mit den Angaben von 
Siegfried war also der glykokollcarbaminsaure Baryt durch Kochen und 
Eindampfen nicht vollständig zersetzt. Die Anwendung von Ammonium- 
carbonat ist also in solchen und ähnlichen Fällen nicht zu umgehen. 
Es blieb nun noch die Frage, ob das ausfallende BaCO, nicht 
doch Aminosäuren adsorbiert, wenn gleichzeitig eine kolloidale Substanz 
in Lösung ist. Zur Beantwortung dieser Frage wurde Le Glykogen 
und ] g Leucin (aus Hefeautolyse, als tyrosinfrei bezeichnet, was sich 
auch bestätigte) in je 100Occm Wasser gelöst, die Lösungen zusammen- 
gegossen, 100 ccm verdünntes Barytwasser hinzugefügt, anhaltend CO, 
eingeleitet. Das Filtrat war ganz klar!) bis auf die dem Glykogen 
zukommende Opaleszenz. Der abfiltrierte und bis zum völligen Ver- 
schwinden der Glykogenreaktion im Waschwasser gewaschene Nieder- 
schlag gab, getrocknet (Probe), beim Erhitzen mit Natronkalk reichlich 
Ammoniak, in Essigsäure gelöst enorme Glykogenreaktion. Es war 
also unter diesen Verhältnissen sowohl Glykogen als auch Leucin 
adsorbiert. Das Filtrat wurde eingedampft, die dabei stark getrübte 
Flüssigkeit erwies sich wiederum unfiltrierbar, aber auch in diesem 
Falle hatten sich fest an der Abdampfschale haftende Ausscheidungen 
gebildet, die sich gut abwaschen ließen; getrocknet erwiesen sie sich 
stark stickstoffhaltig. Bei tagelangem Stehen der trüben Flüssigkeit 
setzte sich ein Niederschlag ab, der sich durch wiederholtes Über- 
gießen mit Wasser und tagelanges Stehenlassen, wenn auch unter 
starken Verlusten, auswaschen ließ. Auch dieser Niederschlag erwies 
sich stickstoffhaltig und glykogenhaltig, wenn auch nicht stark?). 


1) Es gelang nicht regelmäßig, ein klares Filtrat zu erhalten. 

2) Beiläufig möchte ich noch folgende Beobachtung erwähnen. Durch 
ein Versehen waren 100ccm 1 proz. Glykogenlösung statt mit 50 ccm Baryt- 
wasser mit ebensoviel einer alkalischen Chlorbariumlösung (2 Vol. Baryt- 
wasser, 1 Vol. 10 proz. Chlorbariumlösung) versetzt, CO, eingeleitet, der 
Niederschlag bis zum Verschwinden der Reaktion mit Jod im Waschwasser 
ausgewaschen; die essigsaure Lösung desselben gab starke Jodreaktion, 
durch Zusatz von Alkohol und nachträgliche Behandlung mit Äther konnte 
aus der essigsauren Lösung Glykogen in Substanz dargestellt werden. Die 
Adsorption kann also unter Umständen sehr erheblich sein. 
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In praktischer Beziehung ist die Frage von Wichtigkeit, wie verhält 
sich die Mischung, wenn man nach dem Einleiten von CO,, ohne zu 
filtrieren, gleich aufkocht. Es wurde also dieselbe Mischung hergestellt, 
anhaltend CO, eingeleitet und, ohne zu filtrieren, zum Sieden erhitzt, 
die Filtration gelang nicht, im übrigen war das Verhalten so wie oben 
angegeben. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ergeben sich bezüglich der Phos- 
phorwolframsäurefällung der Albumose und Chloralbumose folgende 
Schlußfolgerungen : 

L Die Zersetzung des Niederschlag mit Barytwasser ist sehr 
unvollständig, vielleicht infolge von Adsorption von Albumose durch 
den phosphorwolframsauren Baryt. 

2. Eine zweite Quelle des Verlustes an Albumose liegt in der 
Adsorption derselben bei dem üblichen Verfahren der Ausfällung des 
Baryts mit Kohlensäure durch das ausfallende Barsumcarbonat. Der 
Verlust läßt sich verringern, aber nicht ganz vermeiden, wenn man 
die mit Kohlensäure behandelte Lösung vor der Filtration zum Sieden 
erhitzt. Ebenso adsorbiert Bariumcarbonat andere kolloide Substanzen, 
7.. B. Glykogen. Dabei kann auch ein Verlust an gleichzeitig vorhandenen 
Aminosäuren entstehen. Statt Kohlensäure empfiehlt es sich, zur 
Entfernung des Baryte Ammoncarbonat anzuwenden. 

Die für die Albumose festgestellten Verluste lassen sich vermeiden, 
wenn man den Phosphorwolframsäureniederschlag nicht mit Baryt 
behandelt, sondern in Ammoniak löst und die Phosphorwolframsäure 
durch vorsichtigen Barytzusatz ausfällt. Ein etwaiger Überschuß an 
Baryt läßt sich durch Ammoncarbonat entfernen. Das Verfahren 
dürfte auch allgemein anwendbar sein. 


H. Teil. Das chlorierte Casein. 

Als Material diente Casein nach Hammarsten. Die relativen Mengen- 
verhältnisse bei der Darstellung waren dieselben wie bei der Albumose. 
Die Mischung wurde so lange erhitzt, bis sie citronengelbe Farbe an- 
een hatte, die weitere Einwirkung durch Neutralisieren bzw. 

berneutralisieren mit Natronlauge aufgehoben. Nach starker Ab- 
kühlung wurde die alkalische Lösung mit Salzsäure angesäuert. Dabei 
fällt ein schwach gelblicher, flockiger Niederschlag aus, der große Neigung 
hat, zusammenzubacken, um so weniger, je kälter die Lösung ist. 
Beim Auswaschen des abfiltrierten Niederschlags tritt nach einiger 
Zeit ein Punkt ein, bei dem der Niederschlag anfängt, in Lösung zu 
gehen. Das Auswaschen wurde dann unterbrochen, der Filterinhalt 
in Alkohol gebracht, durch Behandeln mit Alkohol absolutus und Äther 
entwässert, abfiltriert und abgepreßt, in der Reibschale trocken ge- 
rieben, das Chlorcasein so als feines weißes Pulver erhalten. In anderen 
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Fällen wurde der Niederschlag durch Lösen in Natriumcarbonatlösung, 
das äußerst leicht erfolgt, und Wiederausfällen durch Salzsäure ge- 
reinigt. 

Eigenschaften. 

Der feuchte Niederschlag zeigt folgende, zum Teil recht auffallende 
Eigenschaften. | 

l. Er löst sich in Wasser beim Erhitzen zu einer klaren oder 
höchstens leicht trüben Flüssigkeit. Die Trübung nimmt beim Er- 
kalten zu. Die Lösung gibt starke Biuretreaktion, wird flockig gefällt 
durch Zusatz des gleichen Volumens gesättigter Chlornatriumlösung. 

2. Die Lösung in Natriumcarbonat bleibt bei Zusatz des gleichen 
Volumens Kochsalzlösung ganz klar. 

3. Der Niederschlag löst sich in 50proz. Alkohol beim Erhitzen 
ganz klar, ein weiterer Zusatz von Alkohol läßt die Lösung ganz un- 
verändert. Diese Löslichkeit in heißem Wasser und in Alkohol ist 
nur bedingt durch einen minimalen Gehalt des Niederschlag an 
Salzsäure. Daß dem so ist, sieht man, wenn man zu einer etwas größeren 
Quantität der wässerigen oder alkoholisch-wässerigen Lösung äußerst 
vorsichtig ganz verdünnte Lösung von Natriumcarbonat setzt: es 
fällt ein weißer Niederschlag aus, der nunmehr in kaltem Wasser un- 
löslich ist. Das durch Behandeln mit Alkohol und Äther erhaltene 
Produkt zeigt dieselben Eigenschaften. Das weiße Pulver löst sich 
in 50proz. Alkohol, die Lösung zeigt aber auch eine, wenn auch ganz 
schwache saure Reaktion, es gelingt augenscheinlich auch durch lange 
Einwirkung von Alkohol nicht, die adsorbierte, vielleicht auch chemisch 
gebundene Salzsäure vollständig zu entfernen. 

4. Der Phosphorgehalt des Chlorcaseins beträgt 0,85 °% 1), ist also 
unverändert geblieben. 


Zur Konstitution des Chlorcaseins. 

Bezüglich der Anwesenheit von aromatischen Atomkomplexen 
habe ich in Übereinstimmung mit vorliegenden Angaben folgendes 
festgestellt. 

1. Reaktion mit Glyoxylsäure negativ. 

2. Reaktion mit p-Dimethylamidobenzaldehyd gleichfalls negativ. 

3. Desgleichen die Reaktion mit Millonschem Reagens. 

4. Beim Erhitzen der trockenen Substanz mit Salpetersäure von 
1,2 D geringe Gelbfärbung, die beim Zusatz von Natronlauge dunkler 
wurde. 

Danach würde also die Phenylalaningruppe nicht ganz fehlen. 
Betreffs dieses Punktes schien mir eine weitere Untersuchung darüber, 


1) 0,5812 g gaben, mit Salpetermischung geschmolzen usw., nach vor- 
gängiger Fällung mit Ammonmolybdät 0,0177 Mg,P,O.. 


12* 
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ob durch Oxydation mit Kaliumchromat und Schwefelsäure Benz- 
aldehyd bzw. Benzoesäure zu erhalten war, wünschenswert. In der 
Ausführung der Versuche schloß ich mich dem Verfahren an, das ich 
in meiner Arbeit über das pathologische Melanin zum Nachweis der 
Phenylalaningruppe im Pepton und Melanin!) benutzt habe. In einem 
Vorversuch wurden 5g Casein mit 15g K,CrO,, 150 Wasser und 
15 ccm konzentrierter Schwefelsäure destilliert, 100 ccm abdestilliert. 
Zum Nachweis des Benzaldehyds habe ich außer dem Geruch danach 
an der angegebenen Stelle folgende Reaktion benutzt: erwärmt 
man eine wässerige Benzaldehydlösung nach Zusatz einer Spatelspitze 
Wittepepton und drei Tropfen einer 3proz. Ferrichloridlösung mit 
etwa 3% Volumen rauchender Salzsäure, so tritt eine lebhafte Grün- 
färbung auf, die allmählich tiefblau wird. Diese Reaktion fiel beim 
Wittepepton und Melanin positiv, im vorliegenden Falle dagegen 
negativ aus, es war aber auch der größte Teil des Caseins augenscheinlich 
unangegriffen geblieben. 

In einem neuen Versuch wurden daher die relativen Verhältnisse 
geändert und auf die Entstehung von Benzoesäure untersucht. 5g 
Casein wurden mit 50ccm Wasser, 30g Kaliumbichromat, 30 ccm 
konzentrierter Schwefelsäure erhitzt: es trat eine stürmische Reaktion 
ein, die ein Abdestillieren verhinderte. Der Kolbeninhalt wurde nach 
dem Erkalten und Verdünnen mit Äther ausgeschüttelt. Der Äther 
wurde größtenteils abdestilliert, der Rückstand in einem Glasschälchen 
auf schwach siedendem Weasserbade erhitzt. Sofort nach dem Ab- 
nehmen vom Wasserbade erstarrte der Rückstand strahlig kristal- 
linisch, er bestand aus reiner Benzoesäure. Das Gewicht betrug 0,099 g. 

Nimmt man — was wahrscheinlich ist — an, daß die Benzoesäure 
nur aus dem Phenylalanin stammt, so würde sich der Prozentgehalt 
des Caseins an demselben zu 2,67 % berechnen. Diese Zahl ist erheblich 
höher, als sie früher in gemeinschaftlich mit meinem Bruder angestellten 
Versuchen durch Verfütterung der. Fäulnissäuren aus Fibrin erhalten 
wurde?). Diese ergaben nur 1,4%. Ein zweiter Versuch lieferte gleich- 
falls reichlich Benzoesäure, die Gewichtsbestimmung war aber nicht 
verwertbar, da die Benzoesäure durch Chromverbindungen (Über- 
chromsäure- anhydrid ?) lebhaft blaugrün gefärbt war?) und eine 
Reinigung nicht gelang. 

Der Versuch mit Chlorcasein®) verlief wesentlich anders; der 
Äther hinterließ einen schmierigen, nach Fettsäuren riechenden Rück- 


1) Virchows Arch. 228, 469, 1920. 

2) E. und H. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 105, 247, 1919. 

3) Das Gewicht betrug 0,411 g. 

t) Dieses Präparat verdanke ich der Firma Knoll; es stammte von früher 
her aus der Darstellung des therapeutisch angewendeten Tannyls. 
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stand, der sich nur teilweise in Natriumcarbonatlösung, augenscheinlich 
unter Seifenbildung, löste. Dennoch war in demselben Benzoesäure, 
wenn auch in viel geringerer Quantität, nachweisbar. Die alkalische 
Lösung wurde verdüngt, filtriert, eingedampft, mit Salzsäure gefällt, 
die sofort entstehende Ausscheidung auf einem kleinen Filter gesammelt, 
gewaschen, an der Luft getrocknet. Da es nicht ausführbar erschien, 
die kleine Quantität einigermaßen vollständig vom Filter abzulösen, 
wurde das Filter selbst zwischen zwei Uhrgläsern erhitzt. Es trat 
sofort die äußerst charakteristische Erscheinung der sublimierenden 
Benzoesäure ein: in dem oberen Uhrglas setzten sich die grüngoldig 
glänzenden Kristallflitter an, die vorher den Raum zwischen den beiden 
Uhrgläsern wie durcheinanderwirbelnde Schneeflocken erfüllt hatten. 
Es war also auch in diesem Falle bei der Oxydation Benzoesäure ent- 
standen, wenn auch in viel geringerer Quantität, in Übereinstimmung 
mit der schwachen Xanthoproteinreaktion. 

Mit dem Fehlen der Tryptophangruppe steht das Verhalten 
des Chlorcaseins bei der bakteritischen Zersetzung im Einklang. An 
sich sind die Lösungen sehr wenig zur Fäulnis geneigt. Eine 2proz., 
mit Natriumcarbonat alkalisierte Lösung von selbst dargestelltem 
Chlorcasein hielt sich, in einer in der üblichen Weise gereinigten, jedoch 
nicht sterilisierten Flasche aufbewahrt, lange Zeit anscheinend un- 
verändert, obwohl die Überimpfung auf Nährbouillon Bakterien- 
gehalt ergab. Über das Verhalten bei Impfung mit faulender Fleisch- 
mazeration wurde folgender Versuch angestellt. 

Je 100 ccm einer 2proz. alkalisierten Chlorcaseinlösung im Erlen- 
meyerkölbchen A und B wurden mit einigen Tropfen faulender Fleisch- 
mazeration geimpft, A blieb ohne weiteren Zusatz, zu B wurden 
einige Milligramm vorher gelösten Tryptophans gesetzt. In beiden 
Kölbehen trat bald starke Trübung und Bakterienentwicklung ein. 
Beide Mischungen wurden nach einigen Tagen nach leichtem Ansäuern 
mit verdünnter Schwefelsäure destilliert. Das Destillat von B enthielt 
Indol, das von A nicht. 


Die Hydrolyse mit starker Schwefelsäure. 

In einer soeben erschienenen Arbeit!) über die Hydrolyse von 
Hornsubstanz, Eiweißkörpern und Leim mit starker Schwefelsäure 
(2 Volumen H,SO,, 3 Volumen H,O) bin ich zu dem Resultat gelangt, 
daß die Hydrolyse bei zwei- bis dreistündigem Erhitzen am Rückfluß- 
kühler vollständig erfolgt, daß 1. Pepton nicht mehr vorhanden ist, 
2. daß die Hydrolysate Brenztraubensäure enthalten, die Mörner schon 
bei Hydrolyse mit schwacher Salzsäure gefunden hat, 3. nur unbe- 


1) Diese Zeitschr. 188, 1, 1922. 
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deutend Ammoniak, dagegen eine Kupferoxyd in alkalischer Lösung 
reduzierende Substanz, und zwar beim Horn und Eiweiß auf Trauben- 
zucker umgerechnet, etwa 12%, der organischen Trockensubstanz, beim 
Leim dagegen nur 7,6%. In der Idee, über die Art der Bindung des 
Chlors in Chlorcasein vielleicht Aufschlüsse zu erhalten, habe ich die 
Versuche auch am Chlorcasein angestellt. 


Zu den Versuchen diente das bereits erwähnte, fabrikmäßig her- 
gestellte, fast völlig aschefreie Chlorcasein!) mit einem Cl-Gehalt 
von 6,72 bzw. 6,78%, auf die aschefreie Trockensubstanz bezogen. 
20 g dieses Chlorcaseins wurden mit 60 ccm der angegebenen Schwefel- 
säuremischung 3 Stunden am Rückflußkühler erhitzt, dann auf 200 ccm 
verdünnt und 150 ccm abdestilliert, in den Destillierkolben (mit Glas- 
schliff) nach dem Erkalten 150 ccm Wasser gegeben und ebensoviel 
abdestilliert. Dies noch mehrmals wiederholt. Das erste Destillat 
diente zu Reaktionen: Jodoformbildung bei Zusatz von Jodjodkalium, 
Bräunung mit alkalisch-ammoniakalischer Silberlösung (am zweit- 
nächsten Tage zusammenhängender Silberspiegel), schwache Violett- 
färbung mit fuchsinschwefliger Säure (Grosse- Bohlesche Lösung), auf 
HCI-Zusatz verschwindend, Rotfärbung mit Nitroprussidnatrium 
+ Natronlauge; abweichend von den erwähnten Destillaten aus Horn 
und Eiweiß enthielten diese Destillate reichlich Salzsäure (die quanti- 
tative Bestimmung ist leider versäumt, doch ist sicher der größte Teil 
des Chlors abgespalten). — Die Jodoformreaktion diente zur Kon- 
trolle dafür, ob die Destillate noch flüchtige Substanzen enthielten. 
Das vierte Destillat gab noch merklich Jodoform, das fünfte nur eine 
Andeutung. Zur Untersuchung auf Brenztraubensäure wurden sämt- 
liche Destillate, soweit sie nicht durch Reaktionen verbraucht waren, 
vereinigt, mit Natriumcarbonat neutralisiert (bzw. etwas überneutra- 
lisiert) und auf ein kleines Volumen eingedampft, mit Salzsäure an- 
‚gesäuert und mit salzsaurem Phenylhydrazin behandelt?). Es schied 
sich ein gelbgefärbter Niederschlag aus, der sich bei schwacher (63facher) 
Vergrößerung als aus Nadeln bestehend erwies, die indessen mit 
amorphen Körnchen besetzt waren. Zur Reinigung war die erhaltene 
Quantität zu gering. Der Schmelzpunkt der ungereinigten Substanz 
lag bei 170°. 


1) Analyse des Chlorcaseins. 1,236 gaben 1,2284 Trockensubstanz 
(bei 120°) und 0,0034 Asche (in der üblichen Weise bestimmt). Die Zu- 
sammensetzung ist demnach organische Trockensubstanz 99,11%, Wasser 
0,81%, Asche 0,28%. 

0,6930g gab mit absolut chlorfreier Salpetermischung geschmolzen 
0,1889g AgCl = 6,71%. 0,8830 gab 0,1859g AgCl = 6,73°,, Mittel 
6,72%, = 6,78%, der aschefreien Trockensubstanz. 

2) Über die Ausführung vgl. die zitierte Arbeit S. 14. 
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Zur Bestimmung der sogenannten Huminsubstanz wurden 20 cem 
des verdünnten Hydrolysats mit so viel Natronlauge versetzt, daß die 
Reaktion nicht mehr kongosauer war. Der Niederschlag war gut filtrierbar. 
Sein Gewicht betrug nach dem Waschen und Trocknen bei 118° 0,0805 g 
= 4,03%, des angewendeten Chlorcaseins, das ist etwas mehr als bei der 
Hornsubstanz (3,24%). Natürlich ist eine genauere Untersuchung 
dieser Huminsubstanz erforderlich, was nur bei größeren Mengen möglich 
sein wird. 

Zur Ammoniakbestimmung wurden 20 ccm (immer des auf 200 ccm 
verdünnten Hydrolysats) stark verdünnt, dann mit Natronlauge nahezu 
neutralisiert, dann unter reichlichem Zusatz vòn Magnesiumoxyd 
erschöpfend destilliert, das Destillat sättigte 9,9ccm n/5 Säure 
= 0,0277 NH, = 2,77%, des angewendeten Chlorcaseins, während 
Hornsubstanz im Maximum 1,937 % ergeben hatte. 


Zur Bestimmung des Reduktionsvermögens wurden 20 ccm des 
Hydrolysats verdünnt, mit Calciumcarbonat abgesättigt, am nächsten 
Tage filtriert und auf 100 ccm gebracht. 50 ccm dienten zur Bestimmung 
des Reduktionsvermögens, 40 ccm zur Bestimmung des aschefreien 
Trockenrückstands.. 50ccm wurden mit 40 ccm frisch gemischter 
Fehlingscher Lösung, die indessen kein Kaliumtartrat, sondern nur 
Natriumtartrat enthielt, 5 Minuten im Sieden erhalten, nach einigem 
Erkalten mit Salzsäure angesäuert!) und mit Rhodanammoniumlösung 
versetzt. Abweichend von der Hornsubstanz und dem Eiweiß ent- 
stand nicht sofort, wie bei diesen, ein Niederschlag, sondern erst all- 
mählich. Das ausgeschiedene Kupferrhodanür wurde am nächsten 
Tage filtriert und ausgewaschen. Das Filtrat und das Waschwasser 
waren absolut klar. Beim Stehenlassen des Filtrats und des Wasch- 
wassers (mit Ausschluß des letzten) hatte sich aufs neue eine Aus- 
scheidung gebildet. Die erste Quantität betrug bei 118° getrocknet 
0,2996 g, die zweite 0,045 g, im ganzen also 0,3446 g. Die aschefreie 
Trockensubstanz in 50 ccm betrug 1,402 g?). Legt man nur den ersten 
Anteil des Kupferrhodanürs der Umrechnung auf Traubenzucker zu- 
grunde, so beträgt der scheinbare Traubenzuckergehalt 6,33%, der 
organischen Trockensubstanz, legt man die Summe der beiden Anteile 
zugrunde 7,28%, während die früher für Eiweiß und Leim gefundenen 
Zahlen 12%, bzw. 7,65%, waren. 


Zu einer weiteren Bestimmung wurde das ganz klare Filtrat und Wasch- 
wasser (mit Ausnahme des letzten) von der Huminsubstanz verwendet, 


1) Dabei blieb die Flüssigkeit ganz klar, eine nochmalige Filtration, 
wie sie bei der Hornsubstanz nötig war, erübrigte sich also. 

2) 40 ccm hinterließen 1,3948 Trockensubstanz, wovon 0,2697 asche- 
frei, also 1,1251 organische Trockensubstanz mal 5/4 = 1,402. 
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auf 100 ccm gebracht, 50 ccm dienten zur Bestimmung. Es wurden ge- 
funden nach 24 Stunden 0,2478 g Kupferrhodanür, als zweite Ausscheidung 
0,0227 g, zusammen 0,2705 g!) entsprechend 5,24 % bzw. 5,71% scheinbarer 
Traubenzucker, jedenfalls also erheblich weniger als bei der ersten Be- 
stimmung. Gegen diese Berechnung kann man einwenden, daß in diesem 
Falle ja auch die aschefreie Trockensubstanz geringer war, nämlich um die 
Hälfte der sogenannten Huminsubstanz. Bei Berücksichtigung dieses 
Umstandes verringert sich der aschefreie Trockenrückstand auf 1,362 g, die 
scheinbaren Zuckerzahlen steigen auf 5,40% bzw. 5,89%. Es scheint 
also, daß durch die Abscheidung der Huminsubstanz ein Teil der redu- 
zierenden Substanz entfernt ist. 


Auffallend niedrig erscheint die Zahl für den organischen Trocken- 
rückstand. Für die Erklärung kommen verschiedene Momente in 
Betracht, zunächst der Verlust an Chlor, sodann die Abscheidung von 
Huminsubstanz, welche (nach der Färbung zu schließen, die der kohlen- 
saure Kalk bei der Absättigung der Schwefelsäure angenommen hat) 
stattgefunden hat. Doch reichen diese beiden Momente nicht aus, es 
muß außerdem noch organische Substanz durch die Behandlung mit 
Kalk unlöslich geworden sein, entweder chemisch gebunden oder 
physikalisch adsorbiert. 


Das Verhalten des Chlorcaseins bei der Verdauung. 


Die Prüfung der Verdaulichkeit durch Pepsin und Trypsin schien 
mir von verschiedenen Gesichtspunkten aus von Interesse. 


Während es keinem Zweifel unterliegt, daß die Hauptmenge des mit 
der Nahrung eingeführten Eiweißes im Darmkanal in seine Spaltungs- 
produkte zerfällt und erst diese zur Resorption gelangen, liegt immer noch 
die Möglichkeit vor, daß ein Teil in hochmolekularer Form als Albumose 
oder Pepton resorbiert wird. Hierfür sprechen die Versuche von 
Borchardt?) mit Elastin und Elastose. Nach Verfütterung von aus Elastin 
durch Pepsinverdauung dargestellter Elastose konnte Borchardt diese im 
Blut nachweisen, nach Verfütterung von Elastin Elastose nicht nur im 
Blut, sondern auch im Harn. Diese Angaben sind in neuerer Zeit bestritten 
worden?) bzw. die Beweiskraft derselben. Die gechlorte Albumose würde 
nun ein sehr geeignetes Material zur Förderung dieser Frage darstellen, 
ebenso das Chloreasein, vorausgesetzt, daß es sich als verdaulich erweist. 


1. Pepsinverdauung. Zur Darstellung der Pepsinlösung wurden 
2g eines als äußerst wirksam erprobten Pepsins (Finzelberg) durch Be- 


1) Die Bestimmung des Kupferrhodanürs hat meistens in diesen 
Fällen den Fehler, daß sich beim Stehenlassen des klaren Filtrats immer 
wieder neue Ausscheidungen bilden, nur zwei zu berücksichtigen wäre 
also lediglich konventionell. 

2) Borchardt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 506, 1907; 57, 305, 1908. 

3) Ich führe dies aus dem Gedächtnis an, es ist mir leider nicht 
gelungen, das betreffende Zitat zu finden. 
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handlung mit Wasser von Milchzucker befreit, dann 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur mit 300 ccm Wasser und 3ccm Salzsäure von 
1,126 D stehen gelassen, filtriert. In das in einem Zylinderglas mit 
Glasstöpsel befindliche Filtrat wurden 10g des fabrikmäßig herge- 
stellten Chlorcaseins eingetragen, durch Schütteln möglichst verteilt 
und 4 Tage unter öfterem Schütteln im Brutschrank gelassen, dann 
die Flüssigkeit von einer den Boden des Glases bedeckenden zusammen- 
hängenden Schicht abgegossen, mit Natriumcarbonat neutralisiert und 
zum Sieden erhitzt. Dabei schied sich eine nicht unbeträchtliche 
Quantität Neutralisationspräzipitat aus, ebenso bildeten sich Häute 
beim Eindampfen des Filtrats auf dem Wasserbad an den Rändern 
der Flüssigkeit, die durch Abgießen der Flüssigkeit und Abspülen mit 
Wasser isoliert werden konnten. Es fragte sich, ob dies Chloralbumose 
sei oder unverändertes Chlorcasein. Zur Untersuchung wurden die 
an der Schale haftenden Häute in schwacher Natronlauge gelöst und 
mit verdünnter Schwefelsäure ausgefällt, abfiltriert, ausgewaschen, 
an der Luft getrocknet. Hierbei wurde eine spröde, leicht pulverisierbare 
Masse erhalten. Aus alkalischer Lösung durch vorsichtiges Ansäuern 
oder umgekehrt aus saurer Lösung durch Alkalisieren erhaltenes Chlor- 
casein verhält sich genau ebenso. In feuchtem Zustand auf dem Wasser- 
bad schmilzt es, wird nach dem Erkalten spröde und pulverisierbar. 
Weiterhin wurde die Verdauungslösung mit Ammonsulfat gesättigt: 
es entstand ein ziemlich reichlicher Niederschlag, der abfiltriert und 
mit gesättigter Ammonsulfatlösung gewaschen wurde. Die wässerige 
Lösung gab intensive rote Biuretreaktion. Beides ist nicht für Albu- 
mose beweisend, eine möglichst neutrale Lösung von Chlorcasein ver- 
hielt sich genau ebenso, ja auch das Casein selbst wird durch Ammon- 
sulfat völlig gefällt, beruht auf der völligen Ausfällung des Caseins 
durch Ammonsulfat ja doch ein von mir!) angegebenes Verfahren zur 
schnellen polarimetrischen Bestimmung des Milchzuckers. Durch Zusatz 
des gleichen Volumens gesättigter Kochsalzlösung wird die schwach 
alkalisierte Lösung der fraglichen Albumose nicht gefällt, eine schwach 
alkalische Chlorcaseinlösung aber auch nicht. Kurz, es ist mir nicht 
gelungen, nachzuweisen, daß die fragliche Substanz eine Albumose 
sei und nicht unverändertes Chlorcasein. Die von dem Ammonsulfat- 
niederschlag abgetrennte Flüssigkeit gab eine verhältnismäßig schwache 
=~ Tote Biuretreaktion, es gelang indessen durch weitere Bearbeitung eine 
` wenn auch kleine Quantität Pepton zu isolieren. Zur Orientierung 
über die Quantität des in Lösung gegangenen Chlorcaseins wurde der 
erwähnte Bodensatz, so gut es ging, aus dem Zylinder herausgebracht 
und durch langes Erhitzen auf dem Wasserbad, wobei er schmolz. 


1) E Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 89, 1912. 
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getrocknet. Sein Gewicht betrug rund 6,5 g, es ist also etwa ein Drittel 
des Chlorcaseins gelöst. 

2. Trypsinverdauung. Ein gut durchgeschütteltes Gemisch von 
60 g Chlorcasein 2 g Pankreaspulver, 1 Liter Chloroformwasser, 5 ccm 
Natriumcarbonatlösung kamen in einer Stöpselflasche auf 8 Tage in 
den Thermostaten. Schon nach 24 Stunden hatte sich ein äußerst 
zäher, klebriger Bodensatz gebildet. Es gelang zwar, denselben mit 
einem langen Glasstab vom Boden abzulösen und durch Schütteln zu 
verteilen, er bildete sich aber immer wieder aufs neue. Nach 8 Tagen 
wurde die Lösung filtriert, in dem leicht trüben Filtrat war weder 
Tryptophan noch Tyrosin durch Reaktionen nachweisbar. Zum Nach- 
weis von Leucin wurde die Lösung nach Abstumpfen des Alkalis mit 
Salzsäure bis zu ganz schwach alkalischer Reaktion auf etwa 100 ccm 
eingedampft, von ausgeschiedenen Schmieren abfiltriert, die ganz 
klare Lösung in einem Becherglas mit dem doppelten Volum Alkohol 
vermischt. Nach mehrtägigem Stehen hatte eine glatte Scheidung 
in eine alkoholische und eine wässerige Lösung stattgefunden. Die 
alkoholische Schicht wurde abgetrennt, eingedampft und in Wasser 
gelöst. Als die Lösung behufs Fällung mit Phosphorwolframsäure 
mit verdünnter Schwefelsäure angesäuert wurde, entstand ein zäher, 
flockiger Niederschlag, der sich bald zu einem zähen pflasterartigen 
. Klumpen verdichtete..e Die davon abgetrennte Lösung mußte das 
Leucin, wenn solches vorhanden, enthalten. Um mich darüber zu 
orientieren, wieviel Leucin im besten Falle zu erwarten war, brachte ich 
die Lösung auf das Volum von 100ccm und bestimmte in 10 ccm den 
Stickstoff. Es ergaben sich für die restierenden 90 cem nur 0,0466 Stick- 
stoff, was 0,436 Leucin entsprechen würde. Durch weitere Bearbeitung 
der Lösung konnte Leucin nicht nachgewiesen werden, auch nicht 
mikroskopisch. Das Chlorcasein hat sich also dem Trypsin gegenüber 
resistent erwiesen. 

Derselbe Versuch wurde noch einmal mit 35g desselben Chlor- 
caseins und einem anderen sehr wirksamen Pankreaspulver mit Stägiger 
- Digestion angestellt. Auch hierbei löste sich sehr wenig desselben ` beim 
Eindampfen der mit verdünnter Schwefelsäure nahezu neutralisierten 
Lösung, die keine Tryptophanreaktion gab, setzten sich bräunliche 
Häute ab, von denen abfiltriert wurde. Diese Häute wurden in ver- 
dünnter Natronlauge gelöst; aus der mit Schwefelsäure angesäuerten 
Lösung schied sich ein bräunlicher, klebriger Niederschlag, von dem 
es dahingestellt bleiben muß, ob er Albumose darstellt. Er erwies sich 
chlorhaltig, die quantitative Bestimmung war wegen des festen Haftens 
am Papier unausführbar. Die Lösung wurde mit Ammonsulfat ge- 
sättigt, das Filtrat durch Kochen mit Bariumcarbonat von Ammon- 
sulfat befreit, dann zur Trockne gedampft, das Gewicht des Rück- 
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standes betrug nur 1,674 g!). Die Bestimmung des Chlorgehalts -ergab 
für die aschefreie Trockensubstanz 5,03% Cl. Der Chlorgehalt ist 
naturgemäß niedriger als der des angewendeten Chlorcaseins, da sich 
demselben ja noch die nicht chlorhaltigen Verdauungsprodukte des 
Pankreaspulvers beigemischt haben mußten. Das Gesamtergebnis der 
Versuche mit Pankreaspulver ist also, daß das Chlorcasein sehr schwer 
angegriffen wird, das Chlor in dem Atomkomplex bleibt und eine Bildung 
von Aminosäure nicht stattfindet. Ob Fütterungsversuche unter diesen 
Verhältnissen ein zu Schlüssen brauchbares Resultat ergeben würden, 
ist sehr zweifelhaft, jedenfalls war ich auch nicht in der Lage sie aus- 
führen zu können. Übrigens würden sie auch im besten Fall nicht 
mehr gelehrt haben, als was Neuberg und Mosse?) schon für das Jod- 
eiweiß gefunden haben, nämlich daß kleine Mengen von Halogeneiweiß 
in das Blut und die Organe übergehen. Immerhin kann man gegen 
die Verallgemeinerung der Ergebnisse einwenden, daß es sich um hete- 
rogene Substanzen handelt und daß die resorbierten Mengen sehr gering 
sind. Es würde sich wohl verlohnen, die Versuche mit Atmidalbumose 
wieder aufzunehmen, von der ich?) nachgewiesen habe, daß Hunde 
damit fast vollständig ins N-Gleichgewicht zu bringen sind, die daher 
kaum als körperfremde Substanz bezeichnet werden kann. Allerdings 
wäre erst die Vorfrage zu lösen, ob dem Blute zugesetzte Atmidalbumose 
sich mit Sicherheit in demselben nachweisen läßt. -Auch schon ohne 
diesen Nachweis wäre nach den physiologischen Verhalten der Atmid- 
albumose der direkte Übergang ins Blut erwiesen, wenn die Behauptung 
von Neumeister, daß die Atmidalbumose sich sowohl gegen Pepsin als 
Trypsin sehr resistent erweist, richtig wäre, sie ist aber, wie ich (l. c.) 
nachgewiesen habe, leider nieht richtig. 


Ich möchte hieran noch einige Bemerkungen betreffs der An- 
wendung der Phosphorwolframsäure schließen. E. Schulzet) teilt in 
einer Arbeit über die stickstoffhaltigen Bestandteile der Keimlinge 
von Vicia sativa beiläufig und ganz kurz mit, in welcher Weise er bei 
dem Nachweise von Guanidin durch die Eigenschaft der üblichen 
Phosphorwolframsäure, Kaliumsalze zu fällen gestört worden ist. Bei 
dem konstanten Gehalt des Harns an Kaliumsalzen und dem oft sehr 
erheblichen Gehalt der Auszüge aus Organen des Tierkörpers daran 


1) Analyse: 0,3908 g gab 0,3572 Trockenrückstand, wovon 0,0926 
Asche also 0,2646 g = 67,70%, organische Substanz 0,6898 g gab beim 
Schmelzen mit absolut reiner Salpetermischung 0,0951 AgCl = 5,03% Cl 
des organischen Trockenrückstandes. 

2) C. Neuberg und Mosse, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 427, 1902/03. 

3) E. Salkoweki, Zeitschr. f. Biol. 34, 190. 

4) E. Schulze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 17, 121, Anmerkung, 1892. 
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wird diese Störung sehr häufig eintreten, ich glaube nicht, daß sie 
immer genügend beachtet ist, es ist mir auch zweifelhaft, ob die 
Eigenschaft der Phosphorwolframsäure, mit Kaliumsalzen unlösliche 
Verbindungen zu bilden, den Untersuchern stets gegenwärtig gewesen 
ist; ich habe sie, offen gestanden, als ich zur Darstellung des Oxy- 
chlorcaseins Kaliumchlorat anwendete — dieses lag mir naturgemäß 
näher als das Natriumchlorat — nicht im Gedächtnis gehabt und mich 
durch das ganz eigentümliche Verhalten des Niederschlages eine Zeit- 
lang täuschen lassen. 

C. Friedheim schreibt im Ladenburgs Handwörterbuch der Chemie 
(13, 259) bei Besprechung der Phosphorwolframsäure: ‚Das Kalium- 
salz K, P Wio Opo (Wassergehalt fraglich) fällt selbst aus sehr verdünnter 
Lösung der Säure und ihrer Salze auf Zusatz löslicher Kaliumsalze in 
Gestalt eines weißen, pulvrigen, dichten, schweren Niederschlags, der, 
im Gegensatz zu den Kaliumsalzen der anderen Säuren!) (nämlich 
Phosphorwolframsäuren), in Wasser so gut wie unlöslich ist.‘ 

Die Beschreibung ist naturgemäß nicht erschöpfend, enthält 
namentlich die Momente nicht, die für den physiologischen Chemiker 
beim Arbeiten mit der Säure von besonderem Interesse sind, ich möchte 
sie daher ein wenig ergänzen. 

Versetzt man die mit Salzsäure angesäuerte Lösung eines Kalium- 
salzes z.B. KCl mit Phosphorwolframsäure, so entsteht eine weiße, 
milchige Flüssigkeit, die unverändert selbst durch gehärtete Filter 
hindurchgeht, indessen gelingt es meistens, wenigstens einen Teil auf 
dem Filter zurückzuhalten und auch auszuwaschen. - Überläßt man 
das Filter sich selbst, so läßt sich der angetrocknete Niederschlag leicht 
vom Filter ablösen. Mit geringerem Verlust, aber auf einem recht 
langwierigen Wege erhält man die Verbindung, wenn man die Reaktions- 
mischung in ein großes Volumen Wasser in einem Zylinder gießt und 
die Sedimentierung abwartet. Das dauert allerdings unter Umständen 
wochenlang und die darüber stehende Flüssigkeit wird — ganz ähnlich 
dem Verhalten von in Wasser suspendierten Ton — nicht vollkommen 
klar, aber doch nahezu. Zu dem opaken Aussehen der Mischung trägt 
übrigens auch bei, daß die Verbindung große Neigung hat, dem Glas 
zu adhärieren und dieses zu trüben. Wenn die Verbindung sich ab- 
gesetzt hat, hebert man die Flüssigkeit ab und erneuert das Wasch- 
wasser, bis es keine Salzsäure mehr enthält, schließlich läßt man den 
Rest in einer Porzellanschale eintrocknen oder befördert die Trocknung 
durch gelindes Erwärmen auf dem Wasserbad. Suspendiert man ein 
wenig der trockenen Substanz in Wasser und bringt die Suspension 

1) Daraus geht gleichzeitig hervor, daß die gewöhnlich angewendete 


Phosphorwolframsäure Phosphorduodeeiwolframsäure H. DW ist, 
da sie ja mit Kaliumsalzen Niederschläge gibt. 
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auf ein gehärtetes Filter, so geht sie unverändert hindurch; auch Er- 
hitzen zum Sieden ändert daran nichts, trotzdem der Niederschlag sich 
zunächst besser absetzt. Erwähnenswert erscheint mir noch ein 
weiteres sehr eigentümliches Verhalten. Führt man die Fällung in 
eine Schale aus und läßt sie etwa 1 Woche lang stehen, so findet man 
am Boden der Schale eine zähe, pflasterartige Masse, von der sich beim 
Reiben mit dem Glasstab nur wenig und wiederum äußerst feinpulvrig 
ablöst. 


Zusammenfassung bezüglich des Chlorcaseins. 


l. Das durch naszierendes Chlor erhaltene Chlorcasein (richtiger 
wohl Oxychlorcasein) ist scheinbar in Wasser und 50proz. Alkohol 
löslich, die Löslichkeit ist jedoch stets durch Spuren von Alkali oder 
Säuren vermittelt. 

2. Es gibt bei der Hydrolyse mit starker Schwefelsäure unter 
Abspaltung von Salzsäure dieselben Produkte, wie die Eiweißkörper, 
jedoch weniger reduzierende Substanzen. 

3. Es erweist sich gegenüber Pepsin und Trypsin äußerst resistent, 
ein Verlust an Chlor findet nicht statt, nur ein Bruchteil geht überhaupt 
in Lösung. 

4. Es ist sehr wenig zur Fäulnis geneigt, bildet dabei kein Indol. 


Über das Wesen der Meiostagminreaktion. 


Von 
L. Farmer Loeb. 


(Aus dem Universitätsinstitut für Krebsforschung, Berlin.) 
(Eingegangen am 13. Januar 1923.) 


Im Jahre 1910 berichtete Ascoli (1) über eine Reaktion, die er im 
Blutserum Typhuskranker gefunden hat. 


Er hatte festgestellt, daß das Serum dieser Kranken nach Zugabe 
eines Alkoholextrakts aus Typhusbazillen eine niedrigere Oberflächen- 
spannung hatte als dasselbe Serum ohne Extraktzusatz. Normalserum 
plus Alkoholextrakt zeigte keine oder nur geringe Verminderung seiner 
Oberflächenspannung. Die Oberflächenspannung bestimmte er mit Hilfe 
des Traubeschen Stalagmometers. Da bekanntlich bei Abnahme der Ober- 
flächenspannung einer Flüssigkeit die Tropfengröße abnimmt (wobei die 
Tropfenzahl steigt), so nannte er die von ihm gefundene Reaktion Meio- 
stagminreaktion (meion = kleiner, stagma = Tropfen). 

Er glaubte damals, daß es sich um eine spezifische Antigen-Antikörper- 
wirkung handle. Zusammen mit Izar (2) untersuchte er diese Verhältnisse 
bei einer Reihe weiterer Krankheiten, unter anderen auch bei malignen 
Geschwülsten. Es wurden Äther-Alkoholextrakte aus Tumoren hergestellt 
und mit diesen ‚‚Äntigenen‘‘ (wie Ascoli und Izar diese Extrakte nannten) 
die oben skizzierte Reaktion angestellt. Das Serum Krebskranker zeigte 
hierbei in vielen Fällen eine verminderte Oberflächenspannung im Ver- 
hältnis zu Normalserum. Im Verlaufe weiterer Untersuchungen zum Ausbau 
der Reaktion ging Izar dazu über (3), synthetische Antigene herzustellen. 
Er fand, daß eine große Reihe organisch-chemischer Verbindungen, be- 
sonders Fettsäuren, in der Lage waren, die Rolle der Gewebsextrakte zu 
übernehmen. Auf die historische Entwicklung der Reaktion und die 
vielen Versuche anderer Autoren, ‚Antigene‘ zu gewinnen, einzugehen, 
geht über den Rahmen dieser Arbeit hinaus. Ich verweise auf die aus- 
gezeichnete Darstellung dieser Fragen durch Nehemia Blumenthal (4). 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden unternommen, um näher 
in das Wesen der Reaktion einzudringen. Es sei mir deshalb gestattet, 
kurz auf die bisherigen Theorien einzugehen. — Wie schon erwähnt, 
glaubte Ascoli zuerst, daß es sich bei der von ihm gefundenen Typhus- 
reaktion um eine spezifische Antigen-Antikörperwirkung handele. In 
ihrer zweiten Mitteilung über ‚Die Serodiagnose bösartiger Ge- 
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schwülste usw.“ (5) schreiben Ascoli und [Izar allerdings, daß 
„.... uns vorläufig nicht genug Anhaltspunkte vorzuliegen scheinen, 
um bezüglich der Frage, ob die Meiostagminreaktion bei bösartigen 
Geschwülsten eine echte Immunitätsreaktion darstellt, und es sich 
dabei um Antigene und Antikörper im üblichen Sinne handelt, irgend- 
welche Stellung zu nehmen .. . .“ — Die Tatsache, daß auch die synthe- 
tischen Antigene dieselben Erscheinungen wie die Örganextrakte 
erzielten, machte diese Auffassung ganz unhaltbar. Dennoch haben 
die meisten Autoren die Bezeichnung ‚‚Antigen‘“ für die verschiedenen 
zur Reaktion verwandten chemischen Körper beibehalten. Ich glaube, 
daß diese Bezeichnung dazu beiträgt, das wahre Wesen der der Reaktion 
zugrunde liegenden Erscheinungen zu verschleiern. Ich halte es deshalb 
für vorteilhafter, den Ausdruck ‚Antigen‘ bei der Meiostagminreaktion 
endgültig fallen zu lassen. Man nenne einfach die zugesetzten Sub- 
stanzen mit ihren chemischen Namen. 

Im wesentlichen kommen bei den bisherigen Erklärungsversuchen 
drei Auffassungsweisen zur Geltung. Die einen Autoren nehmen an, 
daf im pathologisch veränderten Serum neugebildete Substanzen 
vorhanden sind, die mit dem ‚‚Antigen‘‘ zusammengebracht zu einer 
Verminderung der Oberflächenspannung führen. Auf der anderen 
Seite stehen Izar und Micheli und Cattoretti, die gewisse Veränderungen 
in der chemischen Zusammensetzung des Serums als das Ausschlag- 
gebende betrachten. Izar schreibt: „Das Wesen der Meiostagmin- 
reaktion bei bösartigen Geschwülsten besteht in der geringeren Fähig- 
keit der Tumorsera, im Vergleich zu Nichttumorsera, die oberflächen- 
spannungsherabsetzende Wirkung bestimmter Fettsäuren zu verhüllen. 
Eine Reihe von Tatsachen spricht für die Annahme, daß dieses Ver- 
halten von dem erhöhten Gehalte der Tumorsera an bestimmten 
Lipoiden bzw. von vermindertem Gehalt oder Veränderung von letztere 
bindenden Substanzen abhängt“ (6). N. Blumenthal endlich (l. c.) 
hält auf Grund seiner Untersuchungen ‚,... die Annahme einer physi- 
kalischen Zustandsänderung der positiv reagierenden Sera im Sinne 
der Haftlockerung des Milieus‘ für sehr wahrscheinlich. Dies dürfte 
aber nach seiner Ansicht nicht der einzige Faktor für die Erklärung 
des Wesens der Reaktion sein. 


Versuche!). 


Um zu untersuchen, inwieweit der Zusatz von alkoholischer Linol- 
Ricinolsäurelösung die Oberflächenspannung des Serums spontan 
erniedrigt, bestimmte ich mit Hilfe der schnell tropfenden Tropfpipette 


1) Ich stellte meine Versuche genau nach den Vorschriften vor Ascoli 
und /zar an. Zur Methodik s. unten. 
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die Tropfenzahl in einer Zahl von Fällen sofort nach Zusatz der Linol- 
Ricinolsäurelösung. Die Sera wurden dann nach Angabe von Ascoli 
und Izar auf eine Stunde in ein Wasserbad von 50° gebracht und die 
Tropfenzahl nach Abkühlung auf Zimmertemperatur nochmals be- 
stimmt: Ich greife einige Versuche heraus: 























Tabelle I. 
| Leem Se:-rum + 9ccm 0,85 proz. NaCl | l ccm Serum 
‚+0,01 ccn alkohol. Linol-Ririnolsäures , + 9 ccm 0,85 proz. 
lösung (0,5 ccm Linols, 0,2 ccm Ricinols | Na CI 
| | säure + 10 cem Alkohul abs.) | (ohne Zusatz) 
Fall Nr. | Art des Serums Keen "e Ween Vë z e e 
e Tropfenzahl | | Tropfınzahl 
| 1 Stu | nach 1 Stunde 
| | sofort ` m Wasserbad | im Wasserbad 
60 Nichttumorserum nmo | 10 | 99 
29° : 106 102 ! 101 
33 ` í | 106 101 101 
38 7 107 99 97 
39 , ® 110 100 98 
54 e 110 100 98 
56 | è 109 101 98 
16 ı i 106 102 100 
24 Tumorserum | 106 104 — 
58 g | 108 105 98 
46 | ý | 111 106 98 
17 | 106 105 98 
57 108 102 98 
4l 107 102 98 
49 | $ 109 102 98 
52 i i 110 102 99 
51 | É | 110 | 102 99 
59 | Gravidenserum 107 104 99 
60 ` S 107 104 i 99 
au S 108 101 | w 


Es geht aus dieser Tabelle hervor, daß die Tropfenzahl sofort nach 
Zusatz der Linol-Ricinolsäurelösung stets am größten ist, um nachher 
kleiner zu werden. Und zwar ist die „Erholung“ beim Nichttumor- 
serum größer als beim Tumor- und Gravidenserum. Zusatz von Linol- 
Ricinolsäurelösung zu 0,85 proz. NaCl-Lösung ergab eine Tropfenzahl, 
die stets ebenso groß war wie die Tropfenzahl bei Zugabe von Linol- 
Ricinolsäure zu Serum. Eine zeitliche Veränderung der Oberflächen- 
spannung der Kochsalzlösung plus Linol-Ricinolsäure trat, wie zu er- 
warten war, nicht ein. Die von Izar (6) (Tabelle S. 303, 1. c.) bei Tumor- 
serum gefundene Zunahme der Tropfenzahl nach dem Wasserbad 
gegenüber der sofortigen Zählung kann ich nicht bestätigen. Mit 
anderen Worten: Durch Zusatz einer oberflächenaktiven Substanz 
zu Serum tritt eine sofortige starke Erniedrigung der Oberflächen- 
spannung ein, die allmählieh in eine Wiedererhöhung der Oberflächen- 
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spannung übergeht. Die Erhöhung ist beim Normalserum stets sehr 
weitgehend (erreicht allerdings nie den Anfangswert der Oberflächen- 
spannung), beim pathologisch veränderten Serum tritt sie in den meisten 
Fällen nicht in demselben Maße ein. Diesen Befund konnte ich in allen 
meinen Untersuchungen erheben!). 

Ich erblicke daher das Wesen der Meiostagminreaktion in der Un- 
fähigkeit des pathologisch veränderten Serums, die durch Zusatz kapillar- 
aktiver Stoffe erniedrigte Oberflächenspannung in demselben Maße wie 
das normale Serum wieder zu erhöhen. Ich nähere mich somit sehr der 
von Izar vertretenen Auffassung. Nach meiner Ansicht hat aber das 
Normalserum nicht die Eigenschaft, die die Oberflächenspannung 
erniedrigende Wirkung gewisser Fettsäuren zu ‚verhüllen‘“, sondern 
es hebt diese Wirkung auf. Das pathologisch veränderte Serum besitzt 
diese Fähigkeit nicht. 


Die geschilderten Erscheinungen bei der Meiostagminreaktion möchte 
ich in Anlehnung an die Auffassungen P. L. du Noüys (T) auf Absorp- 
tonsvorgänge zurückführen. Du Noüy fand bei Zusatz oberflächen- 
aktiver Substanzen (Natriumoleat, Saponin) zu Serum, daß zuerst 
eine starke Erniedrigung und dann eine allmähliche Wiedererhöhung 
der Oberflächenspannung stattfindet. Er nennt letzteren Vorgang 
„Erholung“. Zur Erklärung dieser Erscheinungen nimmt er an, daß 
die oberflächenaktiven Moleküle (bei seinen Untersuchungen meist 
Natriumoleatmoleküle) nicht nur in der Oberflächenschicht, sondern 
auch von den Micellen des Gesamtserums adsorbiert und so teilweise 
wieder aus der Oberflächenschicht entfernt werden. Es muß also eine 
partielle Wiedererhöhung der Oberflächenspannung stattfinden. Kon- 
zentration des Serums und des Natriumoleats spielen bei diesen Vor- 
gängen eine sehr wesentliche Rolle. Du Noüy beobachtete dieselben 
Erscheinungen auch bei anderen kolloiden Systemen, wie Gummi- 
arabicum, Eieralbumin, Gelatine, Silber- und Goldsolen. Diese Vor- 
gänge sind, wie er betont, nicht für das Serum spezifisch, sondern durch 
die Kolloide als solche bedingt. — Bei der Meiostagminreaktion konnte 
ich nach Zusatz anderer kapillaraktiver Substanzen, nämlich Linol- 
und Ricinolsäure, dieselben Erscheinungen beobachten: zuerst starke 
Erniedrigung der Oberflächenspannung und nachherige ‚Erholung‘. 
Das pathologisch veränderte Serum ‚,‚erholte‘‘ sich allerdings nicht 
in demselben Maße wie das Normalserum. 

Weitere Stützen für die Adsorptionstheorie der Meiostagmin- 
reaktion erblicke ich darin, daß ich mit Linol-Ricinolsäure ebenfalls 


1) Die Schwankungen in der Tropfenzahl bei sofortiger Zählung hängt 
ab von dem Zeitraum zwischen Herstellung der Probe und Beginn der 
Zählung und von der Wirksamkeit der Linol-Ricinolsäurelösung. 
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dieselben Erscheinungen auch bei anderen Kolloidensystemen außer 
Serum nachweisen konnte. Bei Versuchen mit Gelatine erhielt ich die 
folgenden Ergebnisse: 

Tabelle II. 





eem) proz. Gelatine 
+9ccm 0,85 proz. |' 
NaCl-Lösun ` 
(ohne Zusatz) ` 


| Leem l proz. Gelatine + 0,0125 ccm 
| alkohol. Linol»-Ricinolsäurelösung 
i + 9 ccm 0,85 proz. Na Cl-Lösung 

















Nr; le ia Ee, ée | Bemerkungen 
Tropfenzahl | Tropfenzahl | 
` wie | äh (kän 
\ f 
l ` 82,7 72,5 | - 58,2 | 
2 | 85,1 78,4 68,2 
3 77 73 58 | Gezählt mit 
4 | 74,4 | 73,1 S 58,3 I Traubes 
BD ` 79,2 70,4 58,4 ‚| Stalagmometer 
D: 88,5 | 82,6 | 69,1 
7 | 87,9 72,7 | — , 
8 | 115 | 109 | 101 | Gezählt mit 
d 113 | 110 | 101 '|  Tropfpipette 


Auch bei Anwendung von Albumin (Merck) fielen die Versuche 
ähnlich aus: 
Tabelle III. 


Leem lproz. Albuminlösung | Tropfenzahl sofort 1077 110 108 1108 
+0,02 ccm alkohol. | 0,5 Linol- | ohne Bad nach 2 St. 105 | 104 .104 |105 





Linol - Rieinol- Je + 92cem 
säurelösung sähe | Tropfenzahl sofori 77 728 70,5! 71.7 
9ccm Aquadest. \Alkoholabs. } ohne Bad nach 2 St." 75,2 or 67,2 | 68,6 


Leem lproz. Albuminlösung |, Tropfenzahl sofort 116 ;115 115 110 
+ 0,02 cem alkohol. Linol- | oħne Bad nach 2 St. 112 ;113 .110 109 
Ricinolsäurelösung + 9 ccm | Tropfenzahl sofort, 77,5. 84,7 80,2 
0,85 proz. NaCl-Lösung ohne Bad nach 2St. 63,8 | 76,6. 75,0, 76.9 


| 
Leem 0,5 proz. Albuminlösung | Tropfenzahl sofort | 115 | 116 | 115 





+ 0,02 ccm alkohol. Linol- | ohne Bad nach 2 St. 110 '114 113 
Ricinolsäurelösung + 9 cem | Tropfenzahl sofort | 78,9: 77,5, 77,0 
0,85 proz. NaCl-Lösung ohne Bad nach 2 8t. 76,6 74,7, 740, 


l ccm 1 proz. nn Tropfenzehl Di | (Tropfpipette) 
+ 9 cem H,O Tropfenzahl . 55,3 Stalagmometer 
Einen weiteren Beweis für die Richtigkeit dieser Auffassung erblicke 
ich in den Versuchen von Berczeller (10), der zeigen konnte, daB Na- 
triumoleat in Gegenwart von Eiweiß- und Stärkelösungen die Ober- 
flächenspannung des Wassers weniger vermindert als in reinem 
destillierten Wasser. Auch zeitliche Veränderungen der Oberflächen- 
spannung (im Sinne einer Wiedererhöhung nach anfänglicher stärkerer 
Erniedrigung) konnte er feststellen. H Freundlich (8) führt diese von 
Berczeller beobachteten Erscheinungen auf Adsorption des kapillar- 
aktiven Stoffes durch die Kolloidteilchen zurück. 
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Durch Erhitzen des Serums auf 56° fällt die vorher negative Meio- 
stagminreaktion bei Nichttumorserum positiv aus. 








Leem Serum + 9ccm 0,85 proz. Na Cl»Lösung + 0,01 ccm 


+ 9 ccm 0,85 proz. 
alkohol. Linol» icinolsäurelösung 


Na Cl-Lösung 
EE, Zusatz) 


| 1 ccm Saun 








Nr. A 
l. L Aktiv“ See cken „Inakliviert“ | 2. „Mmaktiviert“ Tropfenzabl ` E ET l 
h 1 Stund h 1 Stund EEA b 1 Stund 

o _ Sofort | im Wasser | ia Wasserbad | ` sofort ` o zeien aeaaeae | im Wasserbad u 
56 109 101 B 108 um | 98 

55 113 102 | 114 105 98 

57 | 108 102 | 83 104 | 98 

45 ` 109 102 | 110 109 99 

28 106 102 107 105 | — 

29 | 106 102 | 107 


105 | 101 


N. Blumenthal (l. c.) erhielt dieselben Erscheinungen bei Erhitzen 
auf 54°. In der Terminologie der Meiostagminreaktion heißt das: der 
Ausschlag wird erhöht. Wir müssen auf Grund unserer heutigen Kennt- 
nisse mit du Noüy (l. c.} sagen, daß nach Erhitzen des Serums auf 56° 
die „Erholung“‘ nicht so weitgehend ist wie vorher. Den Einfluß des 
Erhitzens auf das Serum kann man in einer Veränderung seines Dis- 
persitätsgrades erblicken. Daß dann sekundär die Vorgänge bei der 
Adsorption durch die Micellen anders verlaufen, ist sehr wahrscheinlich. 
Berezeller (l. c.) fand, daß nach vorherigem Kochen einer Stärkelösung 
die Oberflächenspannung derselben nach Zugabe von Natriumoleat 
stärker erniedrigt wird als bei der nichterhitzten Lösung. 

Ferner erzielte N. Blumenthal (l.c.) bei der Meiostagminreaktion 
durch Verdünnung des Serums eine Erhöhung, durch Einengung eine 
Erniedrigung der Tropfenzahl. Nach Schütteln des Serums bewirkte 
Linol-Ricinolsäure größere Erniedrigung der Oberflächenspannung. Auch 
konnte er einen Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration auf den 
Ausfall der Meiostagminreaktion feststellen. Diese letzteren Befunde 
lassen sich unschwer durch Veränderungen in den Adsorptionsbedin- 
gungen erklären. 


Zusammenfassend kann man also sagen: Bei der Meiostagmin- 
reaktion wird die Oberflächenspannung des Serums durch die alko- 
holische Linol-Ricinolsäurelösung primär herabgesetzt. Es findet dann 
von seiten der Kolloidteilchen (Micellen) des Serums eine Adsorption 
statt, die dazu führt, daß die Konzentration der Linol-Ricinolsäure- 
moleküle in der Oberflächenschicht eine geringere wird. Es kommt 
hierdurch zu einer Wiedererhöhung der Oberflächenspannung, wobei 
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allerdings der Anfangswert der Öberflächenspannung, nicht wieder 
erreicht wird. Die Frage, weshalb diese Wiedererhöhung beim patho- 
logisch veränderten Serum nicht so weitgehend ist wie beim Normal- 
serum, möchte ich noch offen lassen. Es handelt sich vielleicht um 
Änderungen des Dispersitätsgrades bzw. auch der Konzentration der 
Micellen des Serums. 
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Anhang. 
Zur Methodik der Meiostagminreaktion. 


Bei der Anstellung der Meiostagminreaktion folgte ich genau den 
Angaben von Ascoli und Izar. Als oberflächenaktive Substanz benutzte 
ich eine alkoholische Linol-Ricinolsäurelösung (0,5 Linolsäure, 0,2 Ricinol- 
säure (Schuchardt, Görlitz) + 10 ccm Alkohol absol.). Da diese Lösung nur 
kurze Zeit wirksam bleibt, so ist es vorteilhafter, nur die halben Mengen 
anzusetzen. Die Wirksamkeit prüft man am besten täglich, indem man zu 
10 cem 0,85 proz. NaCl-Lösung 0,01 cem der Lösung zusetzt und die Tropfen- 
zahl dieser Verdünnung bestimmt. Sinkt die Tropfenzahl bei Anwendung 
der Tropfpipette (s. unten) auf etwa 105 bis 104 herab (bei frisch bereiteter 
Lösung beträgt sie etwa 110 Tropfen) so ist die Lösung zu verwerfen. Herr 
Professor M. Ascoli hatte die Liebenswürdigkeit, uns von ihm kürzlich 
hergestellte Linol- und Ricinolsäure zur Verfügung zu stellen. Die Wirk- 
samkeit der alkoholischen Lösungen dieser Säuren hielt bedeutend länger 
an als die der Schuchardtschen Säuren. Es ist vorteilhaft, die alkoholischen 
Jösungen und die Säuren im Eisschrank aufzubewahren. 

Bei jedem Versuch wurden zwei Röhrchen mit je lccm Serum be- 
schickt. In das erste Röhrchen wurden dann 9 ccm 0,85 proz. NaCl-Lösung 
zugegeben, in das zweite Röhrchen 0,0l ccm Linol-Ricinolsäurelösung 
+ 9 cem NaCl-Lösung. Der Inhalt der Röhrchen wurde gut durchmischt. 
Die Linol-Ricinolsäurelösung wird mit einer Pipette zugegeben, bei der 
ein Tropfen genau 0,0l ccm entspricht. Der Tropfen soll direkt auf das 
Serum auffallen, ohne die Wandung des Reagenzglases zu berühren. Die 
Zählungen führte ich teils mit dem Traubeschen Stalagmometer, teils mit. 
der von Rona und Michaelis (9) angegebenen Tropfpipette aus. Ich möchte 
den Gebrauch der Tropfpipette allgemein bei der Meiostagminreaktion 
empfehlen. Sie ist absolut zuverlässig und ich glaube, daß ihre Anwendung 
viel dazu beitragen kann, die Meiostagminreaktion in der Praxis mehr 
einzubringen. Die Handhabung der Tropfpipette ist außerordentlich einfach. 
Mit Hilfe der Wasserstrahlsaugpumpe kann sie sehr schnell gefüllt werden. 
Man zählt die Tropfen vom ersten, der die obere Marke passiert bis zum 
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letzten, der beim gänzlichen Auslaufen der Pipette abfällt. Zwischen zwei 
Messungen kann man die Pipette mit Aqua dest. durchspülen und vor 
Beginn einer neuen Messung eine kleine Menge der Untersuchungsflüssigkeit 
durchziehen. Gereinigt wird die Pipette mit Kaliumbichromat-Schwefel- 
säurelösung. Der Wasserwert meiner Pipette betrug 93 Tropfen, die Aus- 
laufszeit etwa 70 Sekunden (die des Traubeschen Stalagmometers 4 Minuten 
35 Sekunden; der Wasserwert 54,7). Steriles Serum anzuwenden, ist nicht 
notwendig. Ich habe mit nüchtern entnommenem Serum gearbeitet, das 
zum Versuch nicht älter als höchstens 50 Stunden war. Hebt man das 
Serum im Eisschrank auf, so halte ich es auch nach 72 Stunden für ver- 
wendbar. 

Ich stellte in einer Reihe von Versuchen die Brauchbarkeit der Tropf- 
pipette für die Meiostagminreaktion fest. Die Tropfpipette ergibt für Serum 
+ NaCl-Lösung zwischen 97 bis 100 Tropfen. Eine Vermehrung der Tropfen- 
zahl beim Meiostagminversuch um vier Tropfen gegenüber der Serumprobe 
ohne Linol-Ricinolsäurezusatz kann bei meiner Pipette als positiver 
Ausfall der Reaktion angesehen werden. Bei Vermehrung um drei 
Tropfen ist der Ausfall als zweifelhaft zu bezeichnen. 


Über die Bildung des Mercaptans aus l-Cystin durch Bakterien. 


Von 
Masatoshi Kondo. 


(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundo-Hospital zu Tokio.) 
(Eingegangen am 13. November 1922.) 


Gegenwärtig ist das l-Cystin als eine Hauptquelle der Schwefel- 
wasserstoffbildung bei der bakteriellen Eiweißzersetzung nicht nur 
theoretisch, sondern auch experimentell mit Sicherheit festgestellt. 


Neben dem Schwefelwasserstoff entsteht aber bei der Eiweißfäulnis 
nicht selten Mercaptan, und zwar gewöhnlich Methylmercaptan!). M. Nencki 
und seine Mitarbeiter fanden bei der Eiweißzersetzung durch Anaörobier 
Schwefelwasserstoff und Methylmercaptan?). Ferner wies er die letzte 
Substanz im Harn nach Spargelgenuß nach?). L. Nencki hat Mercaptan 
durch die Zerlegung der frischen menschlichen Exkremente erhalten ®). 
Auch beim Überimpfen eines Harnbakteriums in sterilen Harn beobachtete 
Karplus®) die Entwicklung von Methylmercaptan neben Schwefelwasser- 
stoff. Eine eingehende Ermittlung über die Entstehung des Mercaptans 
verdanken wir Rubner!) und seinen Schülern. 

Über die Muttersubstanz des Mercaptans blieb jedoch dabei so gut 
wie nichts bekannt; Morris?) konnte früher Mercaptan aus Bouillonkultur 
nur bei Proteus vulgaris allein unter 56 Bakterienarten qualitativ mittels 
Denigesscher Reaktion nachweisen. J. Wohlgemuth?) ließ, um auf die 
dunkle Frage der Herkunft der gasförmigen schwefelhaltigen Stoffwechsel- 
produkte Licht zu werfen, Schabefleisch mit 1-Cystin zusammenfaulen 
und konnte dabei Schwefelwasserstoff, Methylmercaptan und Äthylsulfid 
in vermehrter Menge gegenüber den Kontrollproben ohne l-Cystin nach- 
weisen. Durch diese Untersuchung wurde der Beweis erbracht, daß l-Cystin 
bei der Entwicklung der schwefelhaltigen Gase bei der Fäulnis eine Haupt- 
rolle spielt. Dabei stand die Frage noch offen, ob das l-Cystin allein für 
die Mercaptan-, zumal Äthylsulfidbildung ausreichend ist, denn das Schabe- 
fleisch enthält noch andere Beimengungen. 


DE und H. Salkowski, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 12, 648, 1879. 
2) M. Nencki und N. Sieber, Monatsh. f. Chem. 10, 526, 1889. 

3) M. Nencki, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 28, 206, 1891. 

%) L. Nencki, Monatsh. f. Chem. 10, 862, 1889. 

5) J. P. Karplus, Virchows Arch. 181, 222, 1893. 

6) Arch. f. Hyg. 19, 136, 1893. 

7) Ebendaselbst 80, 304, 1897. 

8) J. Wohlgemuth, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 467, 1905. 
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Unterdessen haben T. Sasaki!) und I. Otsuka einerseits unter An- 
wendung von peptonfreier und schwefelfreier Nährlösung, andererseits mit 
reinen Bakterienarten die Schwefelwasserstoffbildung (ausgenommen Pyo- 
cyaneus- bzw. Fluoreszenzversuche) aus 1-Cystin nachgewiesen; aber es 
wurde dabei keine Mercaptanbildung konstatiert. Indessen hat schon früher 
Rubner?) angegeben, daß bei alkoholischer Gärung des Zuckers mit Hefe bei 
Gegenwart von elementarem Schwefel neben viel Schwefelwasserstoff noch 
geringe Mengen Äthylmercaptan gebildet würden. Peiri und Massen?) 
möchten die Mercaptanbildung beim Bacterium esterificans durch eine 
Synthese aus Schwefelwasserstoff und Alkohol erklären. L. Mathieu’) 
teilte auch über die Bildung von Mercaptan bei der alkoholischen Gärung 
etwas mit. Er beobachtete im Beginn nur das Auftreten von Schwefel- 
wasserstoff ohne Mercaptan; es scheint, daß die Mercaptanbildung haupt- 
sächlich im Stadium der starken Gärung, d. h. nur in Gegenwart von 
Alkohol stattfindet. 


In Anbetracht der obenerwähnten Tatsachen liegt der Gedanke 
nahe, daß man Cystin mit Zucker zusammenfaulen läßt und auf die 
Mercaptanentstehung fahndet. Außerdem ist er nicht ohne Interesse, 
die Cystinfäulnis bei Gegenwart von verschiedenen anderen Stoffen, 
z. B. von verschiedenen Aminosäuren auszuführen und deren Einflüsse 
zu studieren. Diese Idee hat uns veranlaßt, den Einfluß von verschie- 
denen Kohlenhydraten bzw. Aminosäuren auf die bakteriellen Ab- 
bauprodukte des Cystins zu studieren. Dabei stellte sich heraus, 
daß die Mercaptanbildung aus Cystin durch die Proteusbazillen, in- 
konstant aber eventuell auch durch die Colibazillen, infolge der Bei- 
mengung von Traubenzucker oder auch Milchzucker, Rohrzucker, 
Glycerin, bzw. von Histidin zutage tritt. Über diesen Reaktions- 
mechanismus kann man allerdings noch nichts Genaues sagen. Doch 
darf man wohl annehmen, daß bei der Gärung der zugesetzten Zucker- 
arten einige etwa für die Entstehung des Mercaptans notwendige 
Komponente, so z.B. etwa Formaldehyd, Trimethylamin usw. ent- 
stehen möchten) und diese in statu nascendi mit gewissen, aus der 
Cystinfäulnis herstammenden schwefelbaltigen Komponenten zusammen- 
treten und somit die Synthese des Mercaptans bzw. Äthylsulfids 
zu bewerkstelligen imstande sind: mit anderen Worten handelt es 
sich dabei um eine gekoppelte Reaktion®). 

Besonders zu bemerken ist die Tatsache, daß die Mercaptanbildung 
unter den zum Versuche verwendeten verschiedenen Aminosäuren nur 


1) T. Sasaki und I. Otsuka, diese Zeitschr. 89, 208, 1912. 

2) Arch. f. Hyg. 19, 187, 1893. 

3) Zitiert aus Kruses allgem. Mikrob. 1910, S. 641. 

4) Bull. de l’Assoc. d. Chim. etc. 28; Chem. Zentralbl. 2, 1256, 1911. 

5) v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten, 1, 374, 1904; 2, 1777, 1904; 
Kruses allgem. Mikrob., Kap. VI, 1910; Tollens, Handbuch der Kohle- 
hydrate, S. 187, 1914. 

©) S. C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 67, 46, 1914. 
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bei Versuchen mit der Histidin enthaltenden Kultur festgestellt wurde. 
Diese Tatsache ist insofern interessant, als das Histidin bzw. Imid- 
azolderivate bekanntlich nach den Feststellungen von F. Knoop und 
A. Windaus!) in einer nahen Beziehung zu den Zuckerarten stehen. 
| In bezug auf Äthylsulfidbildung scheint das 1l-Cystin allein dazu 
genügend zu sein. 


Experimenteller Teil. 
I. Untersuchung mittels Denigesscher Reaktion?). 
Die Nährlösung hatte die folgende Zusammensetzung: 


Natriumchlorid . . . . , 5,0g 
Monokaliumphosphat . . . . . 2,0g 
Ammoniumcearbonat.. . . . . . 1,0g 
Magnesiumsulfat. . . . ....0,1g 
Aqua destillata . . . . . ad. 1000,0 


Mit dem Cystin ließ ich folgende Substanzen zusammenfaulen: 

Traubenzucker, Milchzucker, Rohrzucker, Glycerin, Glykokoll, d-Ala- 
nin, l-Leucin, 1-Tyrosin, d-Glutaminsäure, 1-Histidin (salzsaures). 

In einem samt seinem Wattepfropfen vorher trocken sterilisierten 
IEirlenmeyerkolben von 200,0 ccm Inhalt trug ich 100,0 ccm Nährlösung 
mit 1,0g l-Cystin und 1,0g der obenerwähnten Substanzen ein. Nach 
dem Sterilisieren im Kochschen Dampftopf wurden zehn Agarkulturen von 
Proteus vulgaris bzw. Bacterium coli commune, in derselben sterilen Nähr- 
lösung aufgeschwemmt, zugesetzt. Kontrollen wurden in obiger Weise 
vorbereitet, aber nur mit Cystin ohne irgend einen Zusatz. Zum Auffangen 
der schwefelhaltigen Gase stand der Kolben mit der Nährflüssigkeit in 
Verbindung mit einem anderen Erlenmeyerkolben von 50,0 ccm Inhalt, 
in dem sich 15,0 ccm einer 0,5 proz. Isatinlösung in konzentrierter Schwefel- 
säure befanden. Von diesem Kolben führte noch eine Verbindung zu einem 
zweiten, 50,0 ccm fassenden Erlenmeyerkolben, welcher 15,0 ccm einer 
3proz. Quecksilbercyanidlösung enthielt. Die ganze Vorrichtung wurde 
nun im Brutschrank bei 37° stehen gelassen, einmal täglich sehr vorsichtig 
umgeschwenkt und durch das ganze System der Glasfläschchen ein langsamer 
Luftstrom mittels einer Saugpumpe durchgeleitet.. Der Versuch wurde 
mehrmals wiederholt. Dabei war von Interesse zu beobachten, daß in den 
ersten einzelnen Vorlagen, welche mit den den Traubenzucker, den Milch- 
zucker, den Rohrzucker, das Glycerin, bzw. das Histidin enthaltenden 
Kulturen in Verbindung standen, sich die gelblichrote Farbe von Isatin- 
lösung bereits am nächsten Tage oder spätestens nach 2 bis 3 Tagen, 
bei Proteus vulgaris immer, bei Bacterium coli aber inkonstant, wie die 
Tabelle I zeigt, in eine grasgrüne verwandelte: dies deutet bekanntlich auf 
die Entwicklung von Mercaptan hin. In anderen Fällen, d. h. mit Glykokoll, 
d-Alanin, l-Leuein, 1-Tyrosin und d-Glutaminsäure behielt die Isatinlösung 
ihre rötlichgelbe Farbe bei. Indessen trat in allen den zweiten Vorlagen, 
welche nämlich Quecksilbereyanidlösung enthielten, immer eine schwarze 
Fällung auf, herrührend vom Schwefelwasserstoff. Nach einer Woche 


1) F. Knoop und A. Windaus, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 
144— 147; 8, 406—408, 1906. 
2) Arch. f. Hyg. 19, 144, 1893. 
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wurde der Versuch unterbrochen und die Reinheit der Bakterien konstatiert. 
Der Rückstand enthielt noch viel Cystin, das durch Extraktion mit 10proz. 
Ammoniakwasser aus den noch vorhandenen anderen Substanzen isoliert 
und als solches charakterisiert werden konnte. 














Tabelle I. 

Proteus vulgaris d Bacterium coli 

Cd Hg r ir Sr Ge 

| 

1-Cystin . 2.22 2 00. _- + | = HE ik 
À + Traubenzucker ` `, . . t ' + . 
á + Milchzucker .... + r + e 
» + Rohrzucker ..... tr Ee 
x + Glycerin ...... | o Sg | + | = 
S + Glykokoll ..... — oo o + 
A d-Alanin ...... "EE TE > 
P l-Leuein ...... > ja ' E i 
„+ l-Tyrosin...... Zu in 3 
S + d-Glutaminsäure . . © — + 10 e 
` + Lëistidin ... |. I a ie es Br 


Anmerkung zur Bezeichnung: Wenn die rötlichgelbe Farbe von Isatin- 
lösung sich in eine grüne umwandelt +, bei mehreren Versuchen inkonstant-+, 
ganz unverändert —. Die schwarze Fällung in HgCN,-Lösung +. 


2. Untersuchung mit Quecksibercyanid- und Sublimatlösung. 


In einem obenerwähnter Weise sterilisierten 500,0 ccm fassenden 
Erlenmeyerkolben trug ich 300,0 ccm Nährlösung mit 2,0g Cystin und 
2,0 der obenerwähnten Substanzen ein. Nach dem Sterilisieren im Koch- 
schen Dampftopf wurden 20 Agarkulturen von Proteus- bzw. Colibazillen, 
in derselben sterilen Nährlösung aufgeschwemmt, zugesetzt. Kontrolle 
wurde nur mit Cystin beschickt. Als die ersten absorbierenden Vorlagen 
dienten drei 50,0 ccm fassende Erlenmeyerkolben, in denen sich 15,0 ccm 
einer 3proz. Quecksilbereyanidläsung befanden. Die zweite Vorlage enthielt 
15,0 ccm einer 5proz. Sublimatlösung. Man ließ im Brutschranke bei 37° 
stehen. Es wurde nun einmal täglich vorsichtig umgeschwenkt und der 
Luftstrom mittels einer Saugpumpe durch die Kulturflasche in die ab- 
sorbierenden Vorlagen langsam eingeleitet. Diesen Versuch wiederholte 
ich auch mit verschiedenen Bakterienstämmen mehrmals. Bereits am 
ersten Tage bemerkte ich in der nächst der Kulturflasche stehenden ersten 
Vorlage, welche Quecksilbercyanidlösung enthielt, eine schwarze Fällung. 
Nur recht auffallend war es, daß in den ersten Vorlagen, welche die aus 
den den Traubenzucker, den Milchzucker, den Rohrzucker, das Glycerin bzw. 
das Histidin enthaltenden Kulturen sich entwickelten Gase auffingen, 
die Quecksilbercyanidlösung mit der Zeit außer der schwarzen Fällung, 
wie die Tabelle II zeigt, wenn es auch inkonstant war, eine merklich gelblich- 
grüne Trübung zeigte, welche sich mit den Tagen verstärkte, so daß nach 
i bis 8 Tagen ein kristallinischer Niederschlag von gelblichgrüner Farbe 
zu konstatieren war. Der dritte Absorptionskolben blieb bei jedem Versuch 
klar, während eine weiße Fällung bzw. Trübung im nächst: folgenden Kolben 
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mit Sublimatlösung erschien. Unter Berücksichtigung der obenerwähnten 
lsatinreaktion und der Reaktion des reinen Methylmercaptans auf Queck- 
silbereyanidlösung ist man berechtigt anzunehmen, daß der gelblichgrüne 
Niederschlag dabei ein Quecksilbermercaptid sei. Auf die weitere analy- 
tische Beweisführung verzichtete ich allerdings, da die exakte Trennung 
dieser recht geringen Fällung von dem Schwefelquecksilber aus Schwefel- 
wasserstoff mit großen methodischen Schwierigkeiten verbunden war. 
Außerdem trat in allen Sublimatvorlagen fast immer sowohl bei 
Proteusbazillen als auch bei Colibazillen eine weißliche Trübung bzw. 
Fällung auf, auch bei Kontrvliversuchen mit Cystin allein. Man darf sie 
herkömmlich als Äthylsulfidverbindung nehmen. Allerdings kann man 
selbstverständlich ein anderes Alkylsulfid bzw. eine ähnliche Substanz 
nicht mit absoluter Sicherheit ausschließen. Nach 10 Tagen wurde der 
Versuch unterbrochen und die Reinheit der Bakterien konstatiert. Der 
Rückstand enthielt noch einen Teil des zugesetzten Cystins unzersetzt. 























Tabelle Il. 
| Proteus vulgaris | Bacterium coli 
| ee 
KSE 
l-Cystin "tg in eg er d EE E E | + 
5 + Traubenzucker . . . + + leeë Ss 
5 + Milchzucker $ + — | na 
a + Rohrzucker. . .. . Sp + — + 
$ + Glycerin ...... T + + 
2 + Glykokoll . .... — + — d 
e + d-Alanin ...... — EI — -j 
5 + lI-Leuein ...... — + — i + 
S + 1-Tyrosin i — ; + —- | + 
A + d-Glutaminsäure — |. + + 
E + 1-Histidin ..... + E — | + 


Anmerkung zur Bezeichnung: Wenn in HgCN,-Lösung ein deutlich 
bemerkbarer, gelblichgrüner Niederschlag +, bei mehreren Versuchen 
inkonstant +, und in HgCl,- Lösung eine weißliche Trübung bzw. Fällung +. 

Die schwarze Fällung in HgCN,;,-Vorlagen nicht bezeichnet. 


Zusammenfassung. 


Aus l-Cystin vermag Proteus vulgaris Mercaptan bei Gegenwart 
von Traubenzucker, Milchzucker, Rohrzucker, Glycerin, bzw. von 
Histidin zu entwickeln. Durch Colibazillen erfolgt die Mercaptan- 
bildung ceteris paribus unter unseren Versuchsbedingungen inkonstant. 

Schwefelwasserstoffbildung aus 1-Cystin ist konstant sowohl bei 
Proteusbazillen als auch bei Colibazillen, unabhängig von Gegenwart 
der obengenannten Substanzen. 

Äthylsulfid scheinen Proteus- bzw. Colibazillen auch aus l-Cystin 
allein bilden zu können. 





Über die physiologische Wirkung der Aminosäureester. 
Von 
Minoru Arai. 
(Aus dem Sasakti-Laboratorium im Kyoundohospital zu Tokio.) 
(Eingegangen am 13. November 1922.) 
Mit 21 Abbildungen im Text. 


Die Aminosäuren werden bekanntlich durch Decarboxylierung in 
die entsprechenden Amine umgewandelt. Die meisten proteinogenen 
Amine!) sind mehr oder weniger stark physiologisch wirksame Sub- 
stanzen. Unter ihnen erregte besonders Histamin dank seiner hervor- 
ragenden Wirkung eine lebhafte Aufmerksamkeit. Es ist eine merk- 
würdige Tatsache, daß eine pharmakodynamisch ganz indifferente 
Aminosäure?) wie Histidin sich infolge der einfachen Decarboxylierung 
in eine so wirksame Substanz wie Histamin umwandelt. Die Differenz 
zwischen den beiden Substanzen ist in chemischer Hinsicht nur eine 
Carboxylgruppe. Die Unwirksamkeit des Histidins ist somit augen- 
scheinlich auf das Vorhandensein der Carboxylgruppe zurückzuführen. 
Wenn die Annahme richtig wäre, so könnte man durch Veresterung 
der Carboxylgruppe diese hemmende Wirkung aufheben oder irgendwie 
modifizieren. Um so mehr gewinnt diese theoretische Überlegung 
an Gewicht, als Emil Fischer nachgewiesen hat, daß in den Estern der 
Aminosäuren die Aminogruppe chemisch ebenso reaktionsfähig wie in 
den gewöhnlichen Aminen wäre). So könnten die Ester der Amino- 
säuren sich biologisch eventuell ähnlich wie die entsprechenden Amine 
verhalten. 

Auf Veranlassung von Prof. Dr. Takaokı Sasaki habe ich diese 
Idee experimentell verfolgt. Nachdem ich mich durch Vorversuche 
davon überzeugt hatte, daß Histidinester sich gegen den Blutdruck 


1) Literatur zusammengestellt in: M. Guggenheim, Die biogenen Amine. 
Berlin 1920. 
- 3) M. Guggenheim und Wilh. Löjfler, diese Zeitschr. 72, 303, 1916; 
4. D. Hirschfelder und W. Comtwell, Journ. Pharm. 11, 178, 1918. 
3) Ber. 84, 433, 1901. 
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und gegen die glatten Muskeln ähnlich wie Histamin verhalten, habe 
ich die Untersuchungen auch auf die Ester anderer Aminosäuren 
ausgedehnt, und zwar dienten mir dazu die salzsauren Salze 
folgender Verbindungen: 

l-Histidinmethylester, 1-Tyrosinäthylester, d-1-Phenylalaninäthylester, 
l-Leucinäthylester, l-Cystinäthylester und Glykokolläthylester. 


Die Wirkung des Histidinmethylesterdichlorhydrats ist der des 
Histamins ähnlich. Intravenöse Injektion von 0,1 bis 0,2 g pro Kilo- 
gramm erniedrigt den Blutdruck beim Hunde. Beim Kaninchen ist 
die Blutdruckwirkung unregelmäßig. Die Durchschneidung beider 
Vagi am Halse oder vorhergehende Atropininjektionen zur Lähmung 
der peripheren Vagusendigungen beeinflussen kaum die Wirkung. 
Am ausgeschnittenen Uterus- und Darmstück bewirkte der Histidin- 
ester eine T'onussteigerung und beförderte die Kontraktionen oft bis 
zum Tetanus. Allerdings wirkt Histidinester in quantitativer Hinsicht 
viel schwächer als Histamin. Am überlebenden Meerschweinchen- 
uterus wirkt z. B. jenes erst in einer Konzentration von 1: 140000, 
während dieses schon in einer Konzentration von 1: 250000000 deutlich 
wirksam ist. Histamin ruft ferner eine Erregbarkeitsverminderung 
der vegetativen Nervenendigungen hervor, so daß die Vorbehandlung 
mit Histamin nicht nur gegen Histamin, sondern auch gegen Adrenalin 
und Pilocarpin unempfindlich macht!). Mit Histidinester tritt die 
Erscheinung bei meiner Versuchsanordnung nicht zutage. Nach Vor- 
behandlung mit Histidinester steigt nämlich der Blutdruck durch 
Adrenalin; auch der ausgeschnittene Uterus und Darm reagieren dabei 
ebenso auf Adrenalin wie gewöhnlich. Auf die isolierten Gefäße des 
Kaninchenohrs übt Histidinester eine kontrahierende Wirkung aus. 

Aus dem Versuche mit Cystinester könnte man voraussehen, daß 
das entsprechende Amin auch gewisse Wirkungen von sympatho- 
mimetischer Natur haben soll, trotzdem das Amin in der Tat nicht 
bekannt ist. Der Blutdruck wird beim Kaninchen etwas erhöht, die 
Respiration wird gleichzeitig frequenter und größer; beim Hunde ist 
es in der von mir verwendeten Menge wirkungslos. Ausgeschnittene 
Uterusstücke von Hunden und Kaninchen werden erregt. Am Meer- 
schweinchenuterus bewirkt es dagegen eine Hemmung. Darmbewe- 
gungen werden stets gehemmt. Bei der Durchströmung des Kaninchen- 
ohrs übt der Cystinester keine bedeutende Wirkung (nur schwach 
dilatierend ?) aus. 

Die anderen vier Ester erwiesen sich pharmakodynamisch auch 
mehr oder weniger wirksam, während die entsprechenden Aminosäuren 
ganz indifferent sind. Was die Blutdruckwirkungen der vier Ester 


1) A. Fröhlich und E. P. Pick, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 71, 23. 
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anbelangt, differieren sie je nach den Tierarten. Am Hunde bewirken 
Glykokoll-, Leucin- und Phenylalaninester eine Blutdrucksenkung. 
Tyrosinester ist in der von mir gebrauchten Menge wirkungslos. Am 
Kaninchen rufen Tyrosin- und Phenylalaninester eine Blutdruck- 
steigerung hervor, Leucinester eine deutliche Steigerung nach einer 
kurzen leichten Senkung. Glykokollester wirkt blutdruckerniedrigend. 

Am ausgeschnittenen Uterusstück bewirken sie alle beim Hunde, 
Kaninchen und Meerschweinchen eine Erregung, die durch Atropin 
kaum beeinflußt wird. Adrenalin wirkt am Meerschweinchenuterus 
gegen diese Esterwirkung hemmend. Am ausgeschnittenen Darmstück 
bewirken sie eine Hemmung. Nur Glykokollester wirkt nach einer 
vorübergehenden leichten Hemmung deutlich erregend. Auf die iso- 
lierten Gefäße wirken Tyrosin- und Phenylalaninester nur schwach 
dilatierend, Glykokollester sehr schwach kontrahierend, Leucinester 
wirkt zum Beginn leicht dilatierend, dann aber hauptsächlich kon- 
trahierend. 

Aus dem Ergebnis sieht man, daß eine indifferente Aminosäure 
durch die Veresterung pharmakodynamisch wirksam wird, und zwar 
ist ihre Wirkungsweise mehr oder weniger dem entsprechenden Amin 
ähnlich. 

Die Eiweißkörper und ihre Abkömmlinge bestehen bekanntlich 
aus Verbindungen der Aminosäuren. Die Kuppelung der einzelnen 
Bausteine entspricht im allgemeinen dem Typus der Säureamide. 
Andererseits ist auch die esterartige Verkettung zwischen Carboxyl- 
und Hydroxylgruppen theoretisch nicht von der Hand zu weisen!). 
Im Hinblick auf die obigen Versuchsresultate liegt der Gedanke nahe, 
daß die ganz indifferenten Aminosäuren eventuell infolge ihrer be- 
sonderen Bindungsweise giftig werden können. Es ist daher nicht 
ausgeschlossen, daß sich die giftigen Eiweißkörper durch ähnliche 
Umwandlungen bilden und daß vielleicht auch die Anaphylaxiefrage 
mit derartigen Prozessen im Zusammenhang steht. 


Experimenteller Tell. 
Untersuchungen mit Histidinmethylesterdichlorhydrat. 


a) Blutdruck und Atmung. 

Versuch 1. Hund, 9000 g, Q. Zur Narkose 9 g Äthylurethan subkutan 
injiziert. (Alle weiteren Experimente wurden in Urethannarkose aus- 
geführt.) Der Karotisdruck und die Atmung wurden auf einer rotierenden 
Trommel registriert. 3 ccm einer lOproz. Histidinesterlösung wurden in 
die V. jugularis eingespritzt. Sofort tritt die Erniedrigung des Blutdrucks 
um 45 mm Hg ein, nach 30 Sekunden steigt sodann der Blutdruck bis 


1) Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie, I. Teil, 4. Aufl., 
S. 406, 1920. 
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etwas über die Norm, hält sich einige Minuten in derselben Höhe und sinkt 
dann allmählich zur normalen Höhe. Die Atmung ist im Stadium der Blut- 





Abb.1. Ok des Originals.) 





Abb.3. Meerschweinchenuterus: Am 1. Pfeil 5cg 
Histidinester; Tonus steigt treppenförmig; am 
2. Pfeil 0,1 mg Adrenalin; sofort tritt Herabsetzung 
des Tonus und der Stillstand ein; am 3.Pfeil 2,5 cg 
Histidinester, worauf lebhafte Uterusbewegung. 


drucksenkung frequent 
und tief, später langsam 
und niedrig, kehrt dann 
wieder zur Norm zurück. 

Versuch 2 (Abb. 1). 
Hund, 6425g, %. 7cem 
10 proz. Histidinester- 
lösung intravenös. Ernie- 


. drigung des Blutdrucks 


um 30mm Hg von 2 Mi- 
nuten Dauer. Reaktive 
Drucksteigerung wie im 
vorigen Versuch. 

Versuch 3. Kaninchen, 
2550g, &. 0,9ccm 10 proz. 
Histidinesterlösung intra- 
venös injiziert. Blutdruck 
sofort um 40mm He ge- 
steigert, kehrt nach 
41, Minuten allmählich 
wieder zur Norm zurück. 

Versuch 4 (Abb. 2). 
Kaninchen, 2680g, 4A. 
0,3 cem !/,, p. m. Adre- 
nalinlösung intravenös 
einverleibt. 5 Minuten 
nach der vorübergehen- 
den starken Drucksteige- 
rung wurden 3cem A Gros, 
Histidinesterlösung intra- 
venös injiziert. Blutdruck 
um 22mm Hg erniedrigt. 
Atmung wurde dabei 
etwas frequenter und 
größer. 
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b) Ein ausgeschnittenes Uterushorn wurde in 70 bis 80 cem T'yrodescher 
Lösung mit Sauerstoff durchperlt, seine Bewegung mittels eines Hebels 
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Abb. 5. Kaninchendarm. Am 1. Pfeil 1 cg 

Histidinester; dann lcg Atropin (mit + be; 

zeichnet); die erregte Darmbewegung läßt all- 

mählich nach, der Tonus sinkt ebenfalls. Am 
2. Pfeil wieder 1 cg Histidinester. 


auf der rotierenden Trommel registriert. 
Erregung, welche bis zum Tetanus führen kann. 


Dosis ist am Hundeuterus 1: 280000, 
am Meerschweinchenuterus 1: 14000). 
am Kaninechenuterus 1: 80000. Adre- 
nalin wirkt am Meerschweinchenuterus 
erschlaffend, wenn er durch Histidin- 
ester tetanisch kontrahiert ist. 

Der durch Adrenalin völlig er- 
schlaffte und unbewegliche Uterus be- 
ginnt sich beim Zusatz von Histidin- 
ester zu kontrahieren. 

e) Die Bewegung des ausge- 
schnittenen Dünndarmstücks wurde 
ganz in gleicher Weise wie die des 
Uterushorns beobachtet. Kaninchen, 
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Abb.8. Meerschweinchendarm: 

Am Pfeil 1 cg l;Tyrosinäthylester: 

chlorbydrat in 1 ccm Tyrode scher 
Lösung zugesetzt. 


Der Histidinester bewirkt starke 
Die minimale wirksame 
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60 
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Abb. 7. 


208 M. Arai: 


Hund und Meerschweinchen reagieren auf Histidinester gleichartig mit 
einer Erregung. Atropin und Adrenalin wirken hemmend auf die erregten 
Darmstücke. 

d) Ein Kaninchenohr wurde nach der Methode von Bissemski mit 
Tyrodescher Lösung ohne Zuckerzusatz durchströmt, sodann salzsaurer 
Histidinester als 10proz. Lösung mit einer feinen Nadel durch das Zu- 
leitungsgummirohr dicht oberhalb der Kanüle langsam eingespritzt. 


Untersuchungen mit l-Tyrosinäthylesterchlorhydrat. 


a) Beim Hunde war nach intravenöser Injektion von Dosen bis 0,05 g 
pro Kilogramm irgend ein Einfluß auf den Blutdruck nicht zu konstatieren. 
Die Atmung wurde dabei ein wenig tiefer und frequenter. 

Versuch 1. Kaninchen, 2340 g, Q. Deem 2proz. Tyrosinesterlösung 
intravenös appliziert, sofort die Steigerung des Blutdrucks um 40 mm Hg. 
die nach 3 bis 4 Minuten abklingt. Die Atmung wurde dabei tiefer und 
frequenter (Abb. 7). 

b) Die ausgeschnittenen Uterusstücke des Hundes, des Kaninchens 
und des Meerschweinchens werden in gleicher Weise erregt. Meer- 
schweinchenuterus ist am empfindlichsten und reagiert schon in einer 
Konzentration von 1: 800000 deutlich. Atropin übt keinen Einfluß aus. 

c) Der ausgeschnittene Meerschweinchendarm wird durch Tyrosin- 
ester gehemmt (Abb. 8). 

Der ausgeschnittene Kaninchendarm reagiert auf Tyrosinester in der 
kleinen Dosis (unter 1: 8000) mit Erregung, in der großen (über 1: 2700) 
mit Hemmung. 

d) Bissemskischer Versuch ergab: 


Tro, E Tropfen 
40 Zich 50 





30 u 
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Abb. 9. Abb. 11. 


Untersuchungen mit d-l-Phenylalaninäthylesterchlorhydrat. 


a) Blutdruck und Atmung. 

Versuch 1. Hund, 6300 g, Q. 3cem l0proz. Phenylalaninesterlösung 
intravenös. Der Blutdruck wird sofort um 35 mm Hg erniedrigt und ist 
nach 1 Minute zur Norm zurückgekehrt. Die Atmung inzwischen etwas 
seichter und langsamer (Abb. 10). 





Abb. 10. Karotisdruck, Zeit in Minuten. 


Versuch 2. Kaninchen, 2775g, &. 0,5 ccm 5proz. Phenylalaninester- 
lösung intravenös appliziert. Der Blutdruck erniedrigt sich sofort um 
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30 mm Hg, kehrte allmählich wieder zur Norm zurück. Die Atmung ist 
im Stadium des erniedrigten Blutdrucks langsam und seicht. Nach der 
Durchschneidung der beiderseitigen Vagi am Halse wurde wieder dieselbe 
Menge Esterlösung verabreicht, es ergab sich dasselbe Resultat. 

Versuch 3. Kaninchen, 2475g, Q. 2ccm l0proz. Phenylalaninester- 
lösung intravenös appliziert. Keine merkliche Veränderung des Blutdrucks 
und der Atmung zu konstatieren. 

b) Am ausgeschnittenen Meerschweinchenuterus bewirkt es in einer 
Konzentration von 1:800000 eine Tonussteigerung. Adrenalin wirkt 
hernmend. Atropin übt keinen Einfluß aus. Am Kaninchenuterus wirkt 
es im gleichen Sinne erst in einer Konzentration von 1:80000. Diese 
Wirkung wird durch Atropin nicht beeinflußt. 

c) Am ausgeschnittenen Dünndarm des Meerschweinchens bewirkt es 
in einer Konzentration von ł: 8000 eine Hemmung, om Kaninchendarm 
erst in einer Konzentration von 1:4000. Pilocarpin wirkt hierbei anta- 
gonistisch. 

d) Beim Durchströmungsversuch des Kaninchenohrs mit Tyrodescher 
Lösung ohne Zuckerzusatz 0,5 cem lproz. Phenylalaninesterlösung langsam 
ins Zuleitungsrohr injiziert. 


Untersuchungen mit l-Leucinäthylesterchlorhydrat. 

&) Blutdruck und Atmung. 

Versuch 1. Hund, 6300 g, Q. 4 ccm 5proz. Leucinesterlösung intra- 
venös appliziert. Der Blutdruck erniedrigt sich sofort um 40 mm Hg, 
bleibt nur kurze Zeit in dieser Höhe, steigt dann allmählich und über- 
schreitet um 20 mm Hg die normale Höhe, sinkt endlich allmählich und 
erreicht nach Ablauf von 5 Minuten die normale Höhe (Abb. 12). 





Abb. 12, 


Versuch 2. Kaninchen, 2340 g, %. 0,6 ccm 10proz. Leucinesterlösung 
intravenös appliziert. Nach einer leichten Senkung am Beginn steigt 
der Blutdruck steil um 50 mm Hg, erreicht, allmählich sinkend, nach etwa 
5 Minuten die normale Höhe (Abb. 13). 

b) Am ausgeschnittenen Uterushorn bewirken Leucinester eine Er- 
regung. Die minimale wirksame Konzentration ist beim Meerschweinchen 
1: 30000, beim Kaninchen 1: 80000. Adrenalin hebt beim Meerschweinchen 
die Wirkung des Leucinesters auf, wie Abb. 14 zeigt. 


c) Am ausgeschnittenen Dünndarm bewirkt Leucinester eine Hemmung 
sowohl beim Kaninchen als auch beim Meerschweinchen. Abb. 15 zeigt 
einen Meerschweinchendarm in 70 ccm Tyrodescher Lösung, am Pfeil 
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5 mg Leucinester als lproz. Lösung zugesetzt; der Tonus deutlich herab- 
gesetzt, die Bewegung gänzlich sistiert. 


er Ee an Le EC S Ze or vers: 
TR GN 27, re es GA ae er cn # 





Abb. 13. 





Abb.14. Meerschweinchenuterus: Am 1.Pfril 2,5 mg Leucin- Abb. 15. 
ester. Kontraktion lebhaft, Tonus gesteigert Am 2. Pfeil 
Lee mg Adrenalin, 


Am Kaninchendarm wirkt er erst in der doppelten Konzentration. 
d) Der Durchströmungsversuch des Kaninchenohrs ergab sich wie 
die folgende Abb. 16 zeigt. 





Untersuchungen mit Glykokolläthylesterchlorhydrat. 
a) Blutdruck und Atmung. 
Versuch 1. Hund, 3818 g, Q. 0,6 g Glykokollesterchlorhydrat in 6 ccm 
Wasser intravenös injiziert. Der Karotisdruck erniedrigt sich sofort um 
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50 mm Hg und kehrt nach 1 Minute wieder zur Norm zurück. Die Atmungs- 
ausschläge werden größer und direkt nach der Injektion noch etwas fre- 
quenter (Abb. 17). 
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Abb. 17. 


Versuch 2. Kaninchen, 3300 g. 0,6 ccm 10proz. Glykokollesterlösung 
intravenös injiziert. Die Karotisdruckkurve zeigt eine vorübergehende 
Erniedrigung um etwa 20 mm Hg. Die Atmung nur wenig beeinflußt. 

b) Am ausgeschnittenen Meerschweinchenuterus bewirkt Glykokoll- 
ester in einer Konzentration von 1: 400000 eine Erregung. Kaninchen- 
und Hundeuterus reagieren im gleichen Sinne, allerdings erst bei An- 
wendung einer zehnfach stärkeren Konzentration. 

c) Am ausgeschnittenen Dünndarmstück des Meerschweinchens und 
des Kaninchens bewirkt Glykokollesterlösung erst in einer starken Kon- 
zentration (über 1: 1600) eine Hemmung, die schnell in eine Erregung 
übergeht. Bei einer geringeren Konzentration als 1: 4000 ist er unwirksam. 

d) Der Durchströmungsversuch des Kaninchenohrs ergab das folgende 
Resultat (Abb. 18). 
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Abb. 18. Abb. 21. 


Untersuchungen mit l-Oystinäthylesterchlorhydrat. 


a) Am Hunde hat der Cystinester bei einer Dosis < 0,01 g pro Kilo- 
gramm keinen Einfluß auf den Blutdruck und die Atmung. Da der schwer 
lösliche Cystinester zur Darreichung von größeren Dosen eine zu große 
Menge Lösungsmittel (bei diesem Versuch nahm ich physiologische Koch- 
salzlösung als Lösungsmittel) erfordert, wobei das Lösungsmittel selbst 
nicht ohne Einfluß sein kann, verzichtete ich auf Versuche mit größeren 
Dosen. 

Versuch 1. Kaninchen, 2340 g, Q.. 2ccm proz. Cystinesterlösung 
intravenös appliziert. Der Blutdruck steigt sofort um etwa 25mm Hg, 
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sinkt ganz allmählich, erreicht nach etwa 5 Minuten die normale Höhe. 
Die Atmung wird nach der Injektion größer und frequenter, kehrt allmählich 
wieder zur Norm zurück. 
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Abb. 19. 


b) Am ausgeschnittenen Kaninchendarm bewirkt die Cystinester- 
lösung in einer Konzentration von 1:8000 eine leichte Steigerung des 
Tonus. Das infolge der Adrenalinappli- 
kation erschlaffte Darmstück wird durch 
den Ester wieder in Bewegung gesetzt, 
dagegen das mittels Atropin gelähmte 
Darmstück nicht. Am Meerschweinchen- 
darm wirkt er in gleicher Konzentra- 
tion tonusherabsetzend und bewegungs- 
hemmend. 

c) Am ausgeschnittenen Uterushorn 
des Hundes bewirkt Cystinester in einer 
Konzentration von 1: 16000, an dem 

Abb. 20. des Kaninchens in einer Konzentration 

von 1:8000 eine Erregung, welche bis 

zum Tetanus führen kann. Am ausgeschnittenen Meerschweinchenuterus 

bewirkt er dagegen in einer Konzentration von 1: 8000 eine ausgesprochene 
Hemmung (Abb. 20). 

d) Der Durchströmungsversuch des Kaninchenohrs ergab folgendes 
Resultat (Abb. 21). 





Über die Einwirkung 
von Organextrakten auf die Blutkatalase. 


Von 
O0. Steppuhn und A. Timofejewa. 


(Aus der Abteilung für experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen chemisch-pharmazeutischen Instituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 25. November 1922.) 


Gelegentlich eines Versuchs über die Einwirkung von Schilddrüsen- 
extrakt auf die Blutkatalase in vitro hatten wir die Beobachtung 
gemacht, daß dieser Extrakt die Katalasezahl erhöht, die Katalase 
also aktiviert. Kontrollversuche mit Extrakten anderer Organe er- 
gaben, daß sie alle diese Fähigkeit in größerem oder kleinerem Maße 
besitzen. Zwecks eingehenden Studiums dieser Frage mußte eine 
Reihe von Versuchen angestellt werden, wobei es vor allen Dingen 
darauf ankam, den Aktivierungsgrad gleichmäßig bereiteter Extrakte 
aus verschiedenen Organen auf dieselbe Blutlösung zu verfolgen; es 
mußte dafür gesorgt werden, daß die Katalasezahl des Blutes sich im 
Laufe des Versuchs nicht ändere. Wie bekannt, verliert eine Blut- 
lösung beim Stehenlassen an der Fähigkeit, H,O, zu zerlegen, aber 
nur bis zu einem bestimmten Grade. Wie wir zeigen konnten!), genügt 
es, eine frische Blutlösung (1: 1000 in destilliertem Wasser) etwa 
2 Stunden im’Thermostaten bei 37° C zu bewahren, damit die anfänglich 
rapid fallende Katalasezahl sich nach erwähnter Zeitspanne auf ein 
praktisch konstantes Niveau einstellt — besonders, wenn die Lösung 
weiterhin während des Versuchs in kaltes Wasser eingestellt wird. 
Diese Erwägung beachtend, wurde folgende Methode ausgearbeitet: 

Aus der Ohrvene eines Kaninchens wurde so viel Blut entnommen, 
als es die Durchführung einer ganzen Versuchsreihe mit versehiedenen 
Organextrakten verlangte. Auf 20cmm Blut wurden 15ccm destilliertes 
Wasser genommen und das Blut aus der Kapillarpipette in das Wasser 
mit starkem Strom unter Umschwenken eingeblasen. Die Lösung verblieb 
im Thermostaten bei 37°C im Verlauf von 2 Stunden, wonach sie in kleine 
Erlenmeyerkölbchen zu je 7,5 ccm abgefüllt wurde. Eines der Kölbchen 


wurde mit 2,5 ccm Wasser ergänzt (Bestimmung der anfänglichen Katalase- 
zahl), die anderen mit je 2,5 ccm der einzelnen Organextrakte.. Somit 


1) Arch. f. exper. u. klin. Med. 5 (russisch). 
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war in jedem Kölbchen eine Blutlösung 1: 1000. Die Kölbcehen wurden 
für eine weitere halbe Stunde in den Thermostaten gesetzt (Inkubationszeit), 
worauf die einzelnen Katalasezahlbestimmungen gemacht wurden. Die 
Einführung dieser Inkubationszeit ist von der größten Wichtigkeit. Wenn 
die zu untersuchende Substanz zum Reaktionsgemisch zugesetzt wird 
(Ferment + Substrat), so wird das Resultat durch zwei Faktoren be- 
stimmt: 1. Wirkung der Substanz auf das Ferment, 2. veränderter Reak- 
tionsverlauf in verändertem Milieu. Die zur Bestimmung der Katalasezahl 
von uns angewandte Methode von A. Bach!) verlangt nur 1 cem Blutlösung 
auf 9 com Substratlösung. Damit wird in der gegebenen Versuchsanordnung 
und den von uns verwandten Extrakten der Faktor des Milieus im 
Fermentenreaktionsgemisch praktisch ausgeschaltet. 

Wie gesagt, wurde zur Bestimmung der Katalasezahl nach A. Bach 
und S. Zubkowa verfahren: Zu 7ccm Wasser mit 2ccm lproz. reinem 
Perhydrols (Merk) wird 1 ccm Blutlösung hinzugefügt und für 30 Minuten 
in den Thermostaten bei 37°C gestellt, dann mit 3 ccm 10proz. Schwefel- 
säure angesäuert und den unzersetzten Anteil des Weasserstoffperoxyds 
mit 0,1 norm. Permanganatlösung titriert. Gleichzeitig wird eine Kontrolle 
mit gekochter Blutlösung angestellt. Aus der Differenz zwischen dem 
Permanganatverbrauch in der Kontrollprobe und Hauptprobe läßt sich die 
Anzahl Milligramme Woasserstoffperoxyd berechnen, die durch 0,001 ccm 
Blut unter gegebenen Bedingungen zersetzt wird. Diese Zahl wird als 
Katalasezahl bezeichnet. 

Die Organextrakte wurden folgendermaßen bereitet: Das Kaninchen 
wurde durch eine in die Arteria carotis eingeführte Kanüle verblutet oder 
bei anderen Versuchsreihen auch noch kurze Zeit bis zur kaum bestehenden 
Rosafärbung der Spülflüssigkeit mit physiologischer Kochsalzlösung durch- 
gewaschen. 

Bei dieser Durchspülung riskieren wir, daß aus den Organzellen die 
aktivierende Substanz teilweise herausgewaschen wird, spült man aber 
nicht, eo beeinträchtigt das in den Organen zurückbleibende katalasehaltige 
Blut die Reinheit der Versuche mit den ÖOrganextrakten. So ist weder 
das eine noch das andere Verfahren absolut fehlerfrei. Sofort nach der 
Entblutung wurden die ÖOrganstückchen gewogen, mit Quarzsand im 
Mörser zerrieben und in destilliertem Wasser aufgeschwemmt, 5 bis 
10 Minuten gekocht, filtriert, eingedampft, wenn nötig nochmals filtriert, 
wobei das Filterpapier immer mit heißem Wasser ausgewaschen wurde. 
Die endgültige Wassermenge wurde so berechnet, daß der Extrakt die 
Verdünnung 1 g Organ zu 30 Wasser hatte. Gelangte er nicht an demselben 
Tage zum Versuch, so wurde er bis zum nächsten Morgen sterilisiert auf- 
bewahrt. 

In der Tabelle I geben wir in Mittelzahlen von neun Serien die 
Versuchsergebnisse über den vergleichenden Aktivierungsgrad ver- 
schiedener Organe, wobei hier noch nicht von der gleichen Anfangs- 
katalasezahl wie später ausgegangen wurde. Der Aktivierungsgrad 
ist hier durch die Differenz der Katalasezahlen ausgedrückt: beim 
Ersatz eines Teiles des Blutlösungswassers durch die entsprechende 
Menge Extrakt, wie oben angegeben, und der normalen Katalasezahl. 


1) A. Bach und S. Zubkowa, diese Zeitschr. 125, 283. 
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Tabelle 1. 
Leber . . . .. 2.2 2 0. 2,9 Pankreas . .... j 1,4 
Nebenniere . . . » à... 2,7 Muskel . ..... ... 1,4 
Niere, Rindensubstanz . 2,4 Milz. . . .... 2.0.6086 
Schilddrüse `, . . . . .. . 1,9 Hin SEENEN 0,6 
Lunge . .. 2... 0...“ 1,8 Niere, Marksubstanz . . . 0,0 
Thymus . ....2.2.20.. 1,6 


In diesen Versuchen wurde das Kaninchen nach Entblutung 
nicht durchgespült. In der Tabelle II sind die Resultate von fünf Ver- 
suchsreihen angegeben, wobei die beschriebene Durchspülung_ statt- 
fand und von einer konstanten Katalasezahl ausgegangen wurde. 
Die Rubrik ‚Wasser‘ ist als Kontrolle zu betrachten. 








Tabelle II. 
Organ Vers. 233 | Vers. 232 | Vers. 24 Vers. 239 | Vers. 270 
| | 
Wasser... 2.2... 10,0 9,8 74 ' 120 : 132 
Leber `... 12,9 12,4 9,8 13,2 16,1 
Nebenniere . ..... 12,7 1260 — -` — — 
Niere, Rindensubstanz.. 126 | 12,0 85 | - ID 
Schilddrüse .. .... 120 |; 115 9,3 eg "ét See 
Lunge. . 2.222... 17 © (Lë Ce ECK er 
Thymus. ....... ı 100 , 98 : 75 — — 
Muskel . . ..... 122 11,9 8,6 |. 129 = 
ME. 10,5 10,5 7.4 12.0 Se 
Hm ......... 1200| 28 1134 | = 
Niere, Marksubstanz.. . ı 100 | 98 ; 74 m —_ 


Wenn man für die ersten drei vollständigen Versuche die Organe 
nach dem Aktivierungsgrad aneinanderreiht, so gelangen wir zum 
folgenden Ergebnis: 








Tabelle III. 

u ee Wem 1 Ven 
) D i Leber | Nebenniere Leber 

2 Nobenniere Leber Niere, Rindensubst. 

3 Niere, Rindensubst. | Niere, Rindensubet. Schilddrüse 

4 us Muskel Lunge 

5 Schilddrüse Schilddrüse an 

6 Lunge Lunge ymus 

Di Milz Milz . Milz 

8 | Thymus Thymus Hirn 

9 | irn | Hirn ' Niere, Marksubset. 
10 || Niere, Marksubst. Niere, Marksubst. 


Wie ersichtlich, stimmen die Reihenfolgen dieser Versuche mit 
denen von Tabelle I, wo keine einwandfreie Methode angewandt wurde, 
überein. Somit kann die Tatsache als festgestellt gelten, daß heiß 
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bereitete Organextrakte irgend eine Substanz enthalten, welche die 
fermentative Wasserstoffperoxydzersetzung des Blutes fördert. 

Loewenhardt!) beobachtete eine ähnliche Erscheinung — die Akti- 
vierung der Katalase frischer Organextrakte durch heiße Organextrakte, 
aber nur in dem Falle, wenn das von ihm angewandte Perhydrol sauer 
war. Wir fanden in den vorliegenden Literaturausgaben nichts, was 
zu der von uns beobachteten Erscheinung Beziehung haben könnte. 
Es muß jedoch bemerkt werden, daß unter den zahlreichen Arbeiten 
von Batelli und Stern?) über die Katalase, Antikatalase, Philokatalase 
und deren Aktivator, welche eine äußerst komplizierte Mechanik der 
gleichzeitigen Zusammenarbeit dieser vier ‚Körper‘ aufbauen, auch 
folgender Versuch angeführt wird: die Aufschwemmung von Leber- 
gewebe wird an der Luft geschüttelt, die Katalasemenge nimmt ab 
(besonders bei 37°), setzt man frischen oder gekochten Pankreas- oder 
Muskelextrakt hinzu und inkubiert einige Zeit, so hat die Katalase- 
menge nicht nur nicht ab-, sondern zugenommen. Dieser von den 
Verfassern ganz anders ausgelegte Versuch weist, objektiv betrachtet, 
viel Ähnlichkeit mit der von uns beobachteten Erscheinung auf. In 
unseren in Tabelle II angeführten Versuchen erhöhte sich die nach 
zweistündigem Stehen im Thermostaten niedriger gewordene Katalase- 
zahl nach Zusatz von ÖOrganextrakt. Diese Erscheinung kann als 
Reaktivierung bezeichnet werden. In einer anderen Versuchsreihe 
bestimmten wir die Katalasezahl vor dem Einstellen der Blutlösung 
für 2 Stunden in den Thermostaten, nach dieser Zeit und außerdem 
nach Zusatz von Organextrakt, um einen zahlenmäßigen Ausdruck der 
Reaktivierung zu haben. Es stellte sich heraus, daß die nach 2 Stunden 
um 25%, und mehr verringerte Katalasezahl nach Zusatz der am 
meisten aktivierenden Organextrakte beinahe auf die anfängliche Größe 
'zurückgetrieben wird. Eine solche Reaktivierung ist auch durch heiße 
Extrakte der Alkoholfällung von Blut zu erzielen. Von einer ganzen 
Reihe solcher Versuche führen wir hier nur drei an. 








Tabelle IV 
! Leber | Nebenniere blotfallung 
Ze, ee Er ee, 5 EE EE 
Anfängliche Katalasezahl . . . ; 7,6 8,4 | 10,5 
Nach 2 Std. im Thermostaten . ` 5,6 6,0 7,8 
Dasselbe, jedoch 30 Min. vor 
Ablauf der Frist Extrakt zu- || 
7,3 | 8,0 9,6 


gegeben . . .. 2.2. .22.. 


1) Loewenhardt, Amer. Journ. of Physiol. 18, 171, 1905. 
2) Batelli und Stern, Die Katalase; Ascher und Spyro, Fırgebn. d. Physiol. 
10, dort einschl. Literatur. — 
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Nimmt man mit A. Bach!) an, daß der Sturz der Katalasezahl 
nach dem Verweilen der Blutlösung im Thermostaten auf Protease- 
arbeit derselben Lösung zurückzuführen ist und zur endgültigen Zer- 
störung eines Teiles der Katalase führt, so kann die Reaktivierung 
nur so erklärt werden, daß eine größere Katalasemenge denselben 
Effekt ergibt wie eine kleinere, wenn der problematische Aktivator 
der Organextrakte zugegen ist. Ganz ähnlich muß die Erscheinung 
gedeutet werden, wenn man mit Batelli und Stern die Abschwächung 
der Katalase beim Stehen der Lösung auf eine Antikatalase zurück- 
führt. Möglich ist ja auch, daß der Abfall der Katalasezahl der Blut- 
lösungen auf einer Zerstörung des problematischen Aktivators beruht. 
Es ist somit festgestellt, daß heiß bereitete Organextrakte die Blut- 
katalase mehr oder weniger aktivieren und nach dem Sturz der Katalase- 
zahl beim Stehenlassen der Blutlösungen im Thermostaten die Katalase- 
zahl auf ungefähr die frühere Höhe hinaufzutreiben vermögen. 

Es liegt einige Ursache vor, anzunehmen, daß die beobachtete 
Erscheinung der Aktivierung auf folgendes zurückgeführt werden kann: 
Setzen wir zur Blutlösung eine gewisse Menge alkalisch reagierenden 
Extraktes hinzu, so verändern wir, wie die Reaktion dieses Gemisches, 
so auch später des Reaktionsmediums nach der Seite der Erniedrigung 
der Wasserstoffionenkonzentration. Nun ist es aber durch die Arbeiten 
von C'otton?), Loew®), später Issaeff*) und Zalessky und Rosenberg’) 
bekannt, daß sehr geringe Alkalinitäten die fermentative Wasserstoff- 
peroxydzersetzung fördern. 

Senter?) weist in seiner sehr ausführlichen Untersuchung darauf hin, 
daß sehr geringe H + -Konzentrationen die Reaktion hemmen, etwas höhere 
sie fördern. Senter”) erklärt es dadurch, daß H,O, in alkalischen Medien 
weniger beständig ist. Etwas anderer Meinung ist Sörensen®), welcher 
durch genaue Messungen der H + -Konzentrationen zeigte, daß das Reaktions- 
optimum sehr nahe am Neutralpunkt liegt. Angefangen von Py = 8, 
tritt eine Hemmung und Zerstörung des Ferments ein. Solch ein Reaktions- 


verlauf findet nach Michaelis und Pechstein?) nur in salzionenhaltigen 
Medien statt, d. h. unter den unseren Versuchen nahekommenden Be- 


dingungen. 
Rein theoretisch betrachtet, spricht ja vieles dagegen, daß die 
beobachtete Aktivierung durch Organextrakte auf der Verschiebung 


1) 1. c. 

2) Cotton, Bull. de la Soc. chim. 25, 250, 1901. 

D Loew, U. 8. Dep. of agricult. 68, 1901. 

$) Issaeff, diese Zeitschr. 24, 53, 1910. 

5) Zalessky und Rosenberg, ebendaselbst 88, 1, 1911. 
®) Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 257. 

Tie 

DI Sörensen, diese Zeitschr. 21, 284, 1909. 

D Michaelis und Pechstein, ebendaselbst 52, 1913. 
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der Reaktionsbedingungen nach der Seite der optimalen beruhen könnte. 
Die Reaktion der Organgewebe ist beinahe neutral; weiterhin wird 
aus ihnen ein Extrakt 1:30 bereitet. Auf 7,5 ccm Blutlösung kommen 
2,5 cem dieses Extrakts. Wenn hier die vorausgesetzte Alkalinität 
auch noch irgend eine Rolle spielen könnte, so gelangt ja weiter nur 
l eem dieses Gemisches in 9 ccm der Wasserstoffperoxydlösung. Somit 
ist die endgültige Milieureaktion, in der die Fermentarbeit vor sich geht, 
dem Neutralpunkt und den Kontrollversuchen jedenfalls sehr nahe, 
wo statt des Extrakts physiologische Kochsalzlösung oder Ringerlösung 
zugesetzt wurde. Wie wir weiter sehen werden, hat die Ringerlösung 
eine den Extrakten sehr nahe Wasserstoffionenkonzentration, sie 
enthält beinahe alle Blutsalze und ruft doch keine Aktivierung der 
Blutkatalase hervor. Wie dem auch sei, nur auf experimentellem Wege 
konnte die Frage endgültig gelöst werden. Zu diesem Zwecke wurde 
bei einer Reihe von Extrakten {wie gewöhnlich 1:30), mit denen 
gleichzeitig ein Aktivierungsversuch angestellt wurde, die Wasserstoff- 
ionenkonzentration mit Hilfe der Gaskettenmethode bestimmt. 

Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle V wiedergegeben. 
wobei gleichzeitig auch die H+-Konzentration (ausgedrückt als mua) 
von zwei Ringerlösungen verschiedener Zubereitung bestimmt wurden. 








Tabelle V. 
Mischung | Pyu = | Mischung | Du = 
= Dee ees = er en | zen z aut Bee ` Ze "7 S Gelee che Sr ës Ee u re 

Hinger... | 7,33 Muskel ... | 745 
Ringer DI, 7.40 Him . |000] 1 747 
Niere, Rindensubstanz 7,00 Milz. 2... 0%: 7,49 
Nebenniere ..... . 7,16 Herz. ur 8 wu. | 7,63 
Leber ........ | 7,38 5 


Schon diese Tabelle zwingt zur Annahme, daß die Aktivierung 
der Blutkatalase nicht durch Alkalinitätsveränderung des Mediums 
erklärt werden kann. So hatten der stark aktivierende Muskel und 
das überhaupt nicht aktivierende Hirn denselben Wasserstoffexponenten. 
Das Herzextrakt (es konnte durch einen speziellen Versuch festgestellt 
werden, daß das Herz noch mehr wie Muskel aktiviert) hat die größte 
Alkalinität und steht neben der beinahe passiven Milz. Die beiden 
Ringer haben dasselbe pp wie Leberextrakt, und doch aktiviert dieser 
sehr stark und Ringer, wie wir weiter aus der Tabelle VI sehen können, 
überhaupt nicht. Zur endgültigen Entscheidung dieser Frage wurden 
. Mischungen mit bestimmter Wasserstoffionenkonzentration nach 
Sörensen hergestellt und mit ihnen den Extrakten analoge Versuche 
angestellt; gleichzeitig prüften wir auch einige Mischungen mit höherem 
Wasserstoffexponenten. 
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Tabelle VI. 

Me | 
= w 

8 Pu l Katalasezah der Mischung . 
Ringer I....... 7,33 16,5 15,5 
Ringer II....... 7,40 10,4 10,3 
Phosphatgemisch `, `. . 7,61 10,5 9,7 
Ammoniumgemisch . . 9,5 11,0 11,0 
Boratgemisch `, `, ... 9,5 18,7 17,7 
Citratgemisch `, `, ... i 83 | 11,2 10,7 
Citratgemisch . . . . . 910 ` 11,2 10,1 
itratgemisch . . . . . | 1236 | 112 ` 10,3 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist in keinem Falle eine Aktivierung 
beobachtet worden. Die Ammoniummischung mit dem Wasserstoff- 
exponenten = 9,5 verhält sich unter gegebenen Bedingungen der Blut- 
katalase gegenüber ganz neutral, ebenso wie die Ringerlösungen, die 
einen dem Leberextrakt gleichen Exponenten haben; dazu haben die 
Ringerlösungen ja auch qualitativ eine dem Blute und den Zellsäften 
nahe Zusammensetzung. Borax und Citratgemische geben sogar eine 
gewisse Hemmung, weniger — aber auch — die Phosphatmischung (wie 
hier und bei anderen Versuchen festgestellt werden konnte). Dieses ist 
wohl als spezielle Wirkung des Bor-, Citronen- oder Phosphorsäureions 
zu erklären. Auf die hemmende Wirkung des Borsäureions weist auch 
Jolles!) hin. Auch noch der folgende Versuch sei angeführt, bei dem 
gleichzeitig die Einwirkung eines Leberextrakts einer Boraxmischung 
(9,5) und einer Phosphatmischung (7,8) auf die Blutkatalase untersucht 
wurde. Es wurde hier die Katalasezahl der frischen Blutlösung und 
nach zweistündigem Stehen im Thermostaten bestimmt. 


Tabelle VII. 
Anfängliche Katalasezahl . . . .. 2... 19,1 12,5 
Katalasezahl nach 2 Stunden im Thermostaten 18,7 10,5 
Dasselbe nach Zusatz der Mischung. . . (9,5) 17,4 (7,8) 9,7 
Ge e Se von Leberextrakt.. . . 19,1 12,5 
Sa Si gi „ Blutextrakt . . . 19,1 _ 


Wie ersichtlich, teilt das Blut die Eigenschaft der Organe, Blut- 
katalase zu aktivieren. 

Es kann somit als festgestellt gelten, daß heiß bereitete Organ- 
extrakte die Blutkatalase aktivieren, daß aber diese Aktivierung in 
keinem Falle auf eine Reaktionsbeschleunigung im neuen, durch Zusatz 
von Extrakt an Wasserstoffionen verarmten Milieu zurückzuführen ist. 
Die Tatsache, daß auch Ringer nicht aktiviert, schließt auch eine 
Salzionenwirkung aus. Wir sind noch nicht imstande, etwas über 


1) Jolles, Fortschr. d. Med. 22, 1909. 
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den Charakter des Aktivators auszusagen, jedoch sollen unsere Be- 
mühungen, zu zeigen, daß die Katalase nicht durch Hydroxylionen 
aktiviert wird, in keiner Weise bedeuten, daß wir dem Begriffe ‚‚Milieu‘‘ 
den Begriff ‚Aktivator‘‘ bzw. „Kinase‘‘ im Sinne einer besonderen 
„Substanz‘‘ gegenüberstellen. Es ist klar, daß auch die OH-Ionen 
die Rolle einer richtigen Kinase spielen können. Eines ist wichtig: 
ob erstere durch ihre Konzentration im Arbeitsmedium des Ferments, 
in der Zelle, diese Arbeit quantitativ regulieren — in einem solchen 
Falle müssen sie als Kinase bezeichnet werden oder. wie wir uns aus- 
zudrücken erlauben, als ‚organisierter Aktivator“. Verläuft aber die 
Reaktion in den Geweben, ohne durch irgend eine Veränderung der 
Ionenkonzentration reguliert und durch sie je nach Bedarf am Ferment 
bestimmt zu werden, dann mag die Milieureaktion beim in vitro-Versuch 
auch die Reaktionsgeschwindigkeit beeinflussen — die Ionenkonzen- 
tration in diesem Falle ist als ‚„unorganischer Aktivator“ aufzufassen. 
Der veränderte Reaktionsverlauf im veränderten Medium birgt hier 
keine biologische Gesetzmäßigkeit, die durch bestimmte Mechanismen 
der Zelle geregelt wird. 

Wir haben gesehen, daß die Wasserstoffionenkonzentration der 
verschiedenen Extrakte einander sehr nahe stehen; daß die Aktivierung 
der Katalase durch die Extrakte nicht nur dem Wasserstoffexponenten 
der Extrakte proportional (oder umgekehrt proportional) ist, sondern 
daß Puffer mit derselben Wasserstoffionenkonzentration überhaupt 
keine Aktivierung verursachen ; mit anderen Worten: die durch Extrakte 
herbeigeführte Aktivierung ist nicht durch Hydroxylionen, sondern 
durch irgend eine sich in den Extrakten befindende Substanz zu er- 
klären. Es entstand die Frage, ob diese Substanz im Organismus 
die Rolle eines ‚organisierten Aktivators‘ im Sinne einer Kinase spielt. 
Daß verschiedene Tierspezies verschiedenen ‚Katalasegehalt‘ (eigentlich 
verschiedenes Vermögen, H,O, zu zerlegen) des Blutes und der Organe 
aufweisen, ist von verschiedenen Autoren festgestellt worden. Gleich- 
zeitig soll die Katalaseverteilung für die einzelne Tierart sehr konstant 
sein. Vom biologischen Standpunkt aus ist dies auch verständlich: 
die Katalase ist dort, wo sie gebraucht wird. Ihr Gehalt in Organen 
und Zellkomplexen ist das Maß jener problematischen Stoffwechsel- 
phase, für welche die Katalase nötig ist. 

Die Konstanz der Katalaseverteilung in verschiedenen Organen 
derselben Tierart kann natürlich durch die Produktion der Katalase 
reguliert werden, aber, wie wir gesehen haben, enthalten die einzelnen 
Organe verschiedene Mengen des Aktivators; sollte dieser „Aktivator“ 
tatsächlich eine biologische Bedeutung haben, so kann bei konstantem 
Gehalt der Organe an Katalase der verschiedene Katalaseeffekt durch 
verschiedenen Aktivatorgehalt der Organe reguliert werden. Dann 
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aber muß die Reihe der Organe nach dem Aktwatorgehalt geordnet, un- 
bedingt zusammenfallen mit der nach dem Katalasegehali geordneten 
Reihe, d.h., es muß die Leber oder Nierenrindensubstanz am meisten, 
Hirn am wenigsten Katalase enthalten. Tatsächlich verhält es sich 
auch so. Da wir nur an Kaninchen gearbeitet haben, so führen wir 
auch nur diesbezügliche Daten an; sie werden durch die Bestimmungen 
von Batelli und seinen Schülern!) erschöpft; teilweise sind dessen 
Angaben durch Lesser?) und W. Ostwald’) bestätigt. 


Batelk und Stern erhielten eine folgende Reihe für Katalasegehalt 
der Organe. Die Katalase ist in Vergleichszahlen ausgedrückt: 


Blut. .... 46 - Lunge . . . . 0,98 
Leber . . . . 8,7 Herz.. . . . 0,65 
Niere.. . . . 3,9 Muskel `, . . . 0,16 
Milz. .... 1,48 Him..... 01 


In einer anderen Versuchsreihe konnten sie die Magenschleimhaut 
als katalasereichstes Gewebe bezeichnen, danach folgte Niere (Rinden- 
substanz), Leber usw. Hirn und Darmschleimhaut enthielten am wenigsten. 
Für den Hund fand Justschenko*) übrigens eine sehr ähnliche Reihenfolge: 
Leber, Niere, Blut, Schilddrüse, Lunge, Hirn. 

Für die Durchführung eigener Versuche betreffs Katalasegehalt 
einzelner Organe wurde folgendermaßen verfahren ' 

Das Kaninchen wurde entblutet und mit Ringer leicht nachge- 
waschen (s. oben); 0,5 deg Organs wurden mit Quarzsand verrieben, 
mit 200 ccm Wasser extrahiert und filtriert. 1 ccm eines solchen 
Extrakts enthielt so viel Katalase, daß die Bachsche Versuchsanordnung 
beibehalten werden konnte. 

Zum Versuch kamen wieder 7 cem Wasser und 2ccm 1proz. H,O, 
und Leem Extrakt. Die Kolben bleiben 30 Minuten im Thermostaten, 
wonach die Katalasezahl bestimmt wurde. 

Die Versuche ergaben folgendes Resultat: 




















Tabelle VIII. 

Organ | Vers. 204 | Vers. e | Vers. am 
vis... | 19 | 60 ag 
Leber... ..... | 14,0 7,7 15,8 
Niere, Rindensubstanz 13,1 — 14,6 
Nebennierr ..... | 7,3 5,0 9,6 
Schilddrüse . . ... . — 2,1 2,1 
Lunge. ....... ” 1,8 1,7 3,6 
Niere Marksubstanz . 09 - — 1,0 
Thymus. ...... 05 05 | 0,5 
Muskel ....... | 0,2 0,0 — 
Hin -.....n 0 | — | — 


1) Batelli und Stern, a. a. O. 

2). Lesser, Zeitschr. f. Biol. 47, 1, 1906. 

3) W. Ostwald, diese Zeitschr. 6, 409, 1907. 

4) Justschenko, Arch. d. biol. W. des I. f. E. M. 16, 58 (russisch). 
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Oder, wenn man die Organe nach den fallenden Katalasezahlen 
ordnet: 























Tabelle IX 

| Vers. 204 S Vers. 206 | Vers. 227 
1 | Milz Ä Milz | Leber 
2 | Leber l Milz Niere, Rindensubst. 
3 | Niere, Rindensubst. Nebenniere | Nebenniere 
4 |i Nebenniere Ä Schilddrüse i 
5 | Lunge | Lunge | Lunge 
6 Niere, Marksubst. | Thymus Schilddrüse 
Tu Thymus Muskel = Niere, Marksubst. 
8 | Muskel | | Thymus 
9 | Hirn | | Hirn 


i] 


Wenn wir diese Tabelle IX (Reihenfolge der Organe nach Katalase- 
gehalt) mit Tabelle III (Reihenfolge der Organe nach Aktivierungs- 
vermögen) vergleichen, so fällt die große Ähnlichkeit auf. Nur Milz 
und Muskel verlieren ihre Stellen : die schwach aktivierende Milz enthält 
verhältnismäßig viel Katalase und umgekehrt — der Muskel — wenig, 
aktiviert aber stark. Im übrigen haben in beiden Tabellen: Leber, 
Nebenniere und Niere (Rindensubstanz) die ersten Plätze; die 
Aktivierungs- und Katalasezahlen liegen beieinander. Nach einem 
größeren Intervall kommt die zweite Gruppe: Niere (Magenschleimhaut) 
Hirn und Thymus-Organe, die sehr wenig aktivieren und auch sehr 
wenig Katalase enthalten. 

Unsere Resultate ähneln sehr denen von Batelli und Stern. Bei 
Betrachtung der von ihnen erhaltenen Zahlen offenbaren sich auch dort 
die erwähnten Gruppen. Wir haben also alle Ursache zur Annahme, 
daß dem die Blutkatalase aktivierenden Faktor eine regelrechte bio- 
logische Bedeutung zugeschrieben werden muß. 

Da aber die Katalaseverteilung in den Organen nicht regellos 
und zufällig, sondern immer konstant ist, so muß man glauben, daß 
das Vermögen, Wasserstoff zu zersetzen, für jedes Organ einem Bedarf 
an diesem Vermögen proportional ist. Nun haben wir aber gesehen, 
daß dieses Vermögen in direkter Abhängigkeit von der aktivierenden 
Substanz steht, somit muß diese Substanz auch als biologischer Faktor, 
als „organisierter Aktivator“ aufgefaßt werden. Sollte das Vermögen 
der einzelnen Organe H,O, zu zersetzen wie durch die Katalasemenge, 
so auch durch die Aktivatormenge bestimmt werden, so konnten ja 
die Tabellen IX und III nicht zusammenfallen. Solch ein Fall kann 
nur eintreten, wenn alle Organe ungefähr dieselbe Katalasemenge 
besitzen und nur ihr Gehalt an Aktivator variiert. Mit anderen Worten: 
Der Katalasegehalt einzelner Organe wird durch den Aktivatorgehalt be- 
stimmt, der wahre Katalasegehalt durch den des überhaupt nicht 
aktivierenden Organs (z. B. Hirn). 
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Was Milz und Muskel anbetrifft, die, wie gesagt, aus der Reihe 
fallen, so lassen sich darüber verschiedene Annahmen machen; eine 
endgültige Erklärung behalten wir uns vor bis die Frage der Protease- 
wirkung auf den Katalaseeffekt für uns aufgeklärt sein wird. 


Zusammenfassung. 


l. Sterile heiß zubereitete Kaninchenorganextrakte haben das 
Vermögen, die Blutkatalasewirkung desselben Tieres zu erhöhen. 

2. Diese Aktivierung kann nicht dadurch erklärt werden, daß 
Urganextraktzusatz die Milieubedingungen für den Reaktionsverlauf 
ändert. 

3. Der ‚„Katalasegehalt‘‘ der Organe ist dem Aktivierungsvermögen 
der Blutkatalase durch die aus den Organen bereiteten Extrakte 
proportional. 

4. Der wahre Katalasegehalt aller Organe muß so ziemlich auf 
demselben Niveau liegen. Das, was wir als „verschiedenen Katalase- 
gehalt“ bezeichnen, wird durch den verschiedenen Aktivatorgehalt 
bestimmt. 


Über die Bildung der Citronensäure in den Kulturen von 
Aspergillus niger und Penieilliumfglaucum auf Zucker. 


Von 


Wi. Butkewitsch. 
(Aus der I.andwirtschaftlichen Akademie Moskau, Petrowsko-Rasumowsko.) 
(Eingegangen am 17. Dezember 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Als die in meinen vorigen Mitteilungen!) erörterten Versuche 
über die Citronen- und Oxalsäurebildung in den Citromyces-Kulturen 
schon zum Schluß gebracht waren, ist. mir die Arbeit von Currie?) 
über die Citronensäurebildung bei Aspergillus niger bekannt geworden. 
Die Untersuchungen dieses Autors haben dargetan, daß Aspergillus 
niger auf den Nährlösungen mit hohem Gehalt an Zucker und relativem 
Stickstoffmangel ebenso wie die Citromyces-Arten reichlich Citronen- 
säure bildet. 

An die zahlreichen Ähnlichkeiten, die für Aspergillus niger und 
die Citromyces-Arten bei meinen Versuchen nachgewiesen waren, 
schloß sich also noch eine sehr wichtige an, die schon außer Zweifel 
setzte, daß diese Organismen nach dem Wesen des ihnen eigentümlichen 
Stoffwechsels zu derselben Klassenordnung gehören müssen und daß 
die bis jetzt angenommene Einteilung dieser Pilze in zwei physiologische 
Gruppen — die Gruppe der Oxalsäure bildenden, an deren Spitze 
man Aspergillus niyer stellte, und die der Citronensäure bildenden, 
zu welcher man die Ciiromyces-Arten rechnete — keine ernstliche 
Grundlage mehr haben kann. 

Bei meinen weiteren Versuchen hatte ich zur se die An- 
häufung der Citronen- und Oxalsäure in den Kulturen von Aspergillus 
niger auf Zucker zu verfolgen, indem ich das Verfahren zur Bestimmung 
dieser Säuren anwendete, welches in einer von meinen vorigen Mit- 
teilungen®) beschrieben ist. 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 455, 464; 181, 327, 338, 1922. 

2) J. Currie, Journ. of biol. chem. 81, 15, zit. nach dem Ref. im Zentral- 
blatt f. Biochem. u. Biophys. 20, 300, 1919. Die Angaben von Currie 
über die Bildung der Citronensäure durch Asper. niger wurden später von 
F. Elfving (refer. in Zentralbl. f. Bakt. II, 52, 305, 1920) und von M. Mol- 
liard (Compt. rend. 168, 360, 1919) bestätigt. 

3) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 327, 1922. 
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Kulturen von Aspergillus niger auf Rohrzucker mit Calciumearbonat. 
Versuchsreihe 1 und 2. 


In diesen zwei Versuchsreihen wurden Nährlösungen von der- 
selben Zusammensetzung gebraucht; verschieden war nur die Tempe- 
ratur: in der ersten Reihe blieben die Kulturen bei der Zimmer- 
temperatur, die während des Versuchs zwischen 14 bis 18° schwankte; 
in der zweiten wurden sie im Thermostaten bei 24 bis 26° untergebracht. 

Die Nährlösung hatte die folgende Zusammensetzung: 


NH, NO, ...... 0,15% 
Salze (Zn SO, — 0,01%) 0,1% 

Jede Kultur enthielt je 50 ccm dieser Lösung, und, nachdem eine 
genügend starke Pilzdecke sich entwickelt hatte, wurden je 5g durch 
Erhitzen sterilisierter Kreide allen Kulturen zugesetzt, was in der 
ersten Versuchsreihe am sechsten Tage nach der Impfung und in der 
zweiten am dritten stattfand. Zum Vergleich wurden auch die Kulturen 
von Citromyces glaber denen von Aspergillus niger parallel aufgestellt. 

Nach Verlauf einiger Tage nach dem Zusatz des Calciumcarbonats, 
ließ sich die Bildung der für Calciumeitrat charakteristischen Ab- 
lagerungen als eine Kruste auf der Oberfläche der am Boden befind- 
lichen Kreide und die Ausscheidung der Gasbläschen aus derselben 
bemerken. Die letztere Erscheinung verstärkte sich beim Aufschütteln 
der Kulturen. Besonders stark erschien die Gasausscheidung in den ` 
Kulturen von Aspergillus niger, die im Thermostaten waren. Das 
Aufschütteln derselben erzeugte ein starkes Aufbrausen der Flüssigkeit, 
wobei der reichlich gebildete Schaum die Pilzdecke in die Höhe trieb. 

Die Angaben über die Dauer der Kulturen befinden sich in den 
Tabellen, in denen die Ergebnisse ihrer Analyse zusammengestellt sind. 

Alle zur Analyse gebrauchten Kulturen wurden vorläufig durch 
Erhitzen im Kochschen Sterilisator abgetötet. Die Bestimmung der 
Citronen- und Oxalsäure sowie auch des Mycelgewichts wurde nach 
dem Verfahren ausgeführt, das ich bei meinen vorigen Versuchen mit 
Citromyces angewandt hatte!). Der von der Kulturflüssigkeit ab- 
getrennte Niederschlag wurde mit der Pilzdecke zusammen dem Extra- 
hieren durch schwache, 2,5proz. Salzsäure unterworfen, deren Gesamt- 
menge dem der Kultur zugesetzten Calciumcarbonat beinahe äquivalent 
war?), und aus der auf diese Weise erhaltenen Lösung wurde die in 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 327, 1922. 

2) Nach unserer Erfahrung ist schon Zi, von der dem Ca-Citrat äqui- 
valenten Menge 2,5 proz. Salzsäure zum vollständigen Auflösen dieses 
Citrats hinreichend. Wird das Citrat und besonders das Oxalat in beträcht- 
lichen Mengen in den Kulturen angehäuft, so kann man die zum Citratauf- 
lösen gebrauchte Menge der Salzsäure entsprechend vermindern. 
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ihr befindliche Citronensäure nach dem üblichen Verfahren als Ca-Citrat 
ausgeschieden. Aus dem getrockneten und gewogenen Rückstande 
von der ersten Extrahierung wurde das in ihm gebliebene Ca-Oxalat 
durch Kochen mit 1Oproz. Salzsäure ausgezogen!), und in der ab- 
filtrierten Lösung wurde die Oxalsäure als Calciumsalz wieder nieder- 
geschlagen. Das Pilzdeckengewicht ergab sich nach der Differenz 
[(Pilzdecke + Oxalat) — Oxalat]. 

In der Kulturflüssigkeit, die mit dem Waschwasser zusammen 
bis zum bestimmten Volumen (150 ccm) gebracht war, wurden das 
gelöste Calciumoxyd (Fällung durch oxalsaures Ammonium, Ver- 
brennen und Glühen) und der unverbraucht gebliebene Zucker (Titrieren 
mit Fehlingscher Lösung) bestimmt. 

Die Identifizierung der aus den Kulturen ge Citrat- 
niederschläge stützte sich auf die Reaktion von Deniges und auf ihren 
Gehalt an Calciumoxyd (Verbrennen und Glühen). Die Oxalatnieder- 
schläge wurden durch Titrieren mit Kaliumpermanganat auf ihren 
Gehalt an Oxalsäure geprüft. 


In der ersten Versuchsreihe wurden die Citratniederschläge bei 
der Temperatur von 110 bis 120° getrocknet. Später haben wir aber 
uns durch Erfahrung überzeugt, daß es schwierig ist, das Calcium- 
citrat von einer beständigen Zusammensetzung in bezug auf den Wasser- 
gehalt bei diesen Bedingungen zu erhalten. Dabei beschränkt sich 
der Verlust des im Citrat [Ca,(C,H,0,),.4 H,O] enthaltenen Wassers 
nicht nur auf zwei Moleküle, sondern geht langsam auch weiter, und 
bei langdauerndem Trocknen kann das Citrat bei dieser Temperatur 
auch alles Wasser verlieren?). 


1) Dabei wurde die Vollständigkeit der Auflösung des Oxalats stets 
durch die wiederholte Extrahierung kontrolliert. Das ist in Betracht der 
sehr schweren Löslichkeit des Ca-Oxalats unbedingt notwendig. 

2) Zum Teil verliert das Calciumcitrat das in ihm enthaltene Wasser 
im Exsikkator schon bei der gewöhnlichen Temperatur. Das aus der Lösung 
des citronensauren Ammoniums durch Calciumacetat niedergeschlagene 
Citrat wurde abfiltriert, gewaschen, zwischen Filterpapier abgepreßt und 
einige Stunden im Exsikkator gehalten, darauf gewogen und wieder im 
Exsikkator untergebracht. Das ursprüngliche Gewicht des Ca-Citrats 
machte 2,888 g aus. Beim Aufbewahren im Exsikkator verlor es an seinem 
Gewichte: 1. Woche — 0,037 g, 2. Woche — 0,021 g, 3. Woche — 0,0125 g 
und 4. bis 8. Woche — 0,056 g, also insgesamt während 8 Wochen 
— 0,1265 g bzw. 4,38%. Darauf wurde der Niederschlag bei 120 bis 1259 
bis zum beständig bleibenden Gewicht getrocknet, wobei er noch 0,2265 g 
bzw. 7,849 verlor. Also machte der Gesamtverlust des Gewichts 12,22 % 
aus. Dieser Wert entspricht dem Gehalt des Ca-Citrats [Ce, (C,H,O,), 
.4H,O] an Wasser (12,63%). Der getrocknete Niederschlag enthielt 
33,46 % CaO. Nach Berechnung muß das wasserfreie Ca-Citrat 33,74% CaO 
enthalten. 
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Der wasserfreie Zustand erscheint deshalb für das Calciumcitrat 
als der geeignetste zum Wägen desselben. Da aber dieser Zustand 
sich durch Trocknen bei den höheren Temperaturen leichter erreichen 
läßt, so wurden die Citratniederschläge in der zweiten Versuchsreihe 
sowie auch in allen weiteren Versuchen bei 120 bis 135° bis zum voll- 
ständigen Wasserverlust getrocknet. 

Die Ergebnisse der Kulturanalysen sind in den weiter unten folgen- 
den Tabellen zusammengestellt. 


Tabelle I. Versuchsreihe 1, bei der Temperatur von 14 bis 17°. 





Zeg eg niger 4 Oitromyoe : glaber 
Kulturen und ihre Dauer 


1a 60 Tage z oT |. e 60 Tage | Ze 90° Ze Se 





Pilzdeckengew. (ohne Ca-Oxalat) g US E | 0,6885 | 1,2760 1,5470 
Ca- tin Niederschlag . ... . ' 3,5125 2,8645 ; 
Gas Kulturflüssgkeit ... | — | E _ 
gesamt . . . 2 222.2.) - 3,7525 | — 

Sein Prozentgehalt an CaO!) . | 3228 ı 32,40 | 32,30 32,10 
Ca-Oxzalat . .. 2.222020. g | 2,4890 3,5725 0 
Sein Prozentgehalt an Oxalsäure?) ` | 

nach Titrieren mit Chamäleon 61,33 ' 61,72 | == — 
CaO in Kulturflüssigkeit . . . g ! 0,4540 0,1360 | 0,2800 | 0,2360 
Azidität auf 10 cem Kulturflüssig- | Ä | 

keit n;10 Ba(OH),’?) ccm — 9,5 — — 
Tucker: a j Re Spuren | 0 viel nicht viel 


Kulturen und ihre Dauer 














Tabele. II. Versuchsreihe 2, bei der Temperatur von 24 bis 26°, 


o o -Aspergillus niger niger ER Ti 
3A 1C 
9 Taye 21 KO Zeg 2? y Tage | 21 Pige | Tage 
ee (ohne Ca- , | 


Oxalat) . ....... g Liest 0,7060 wg 0,8595 | 1,0160 | 1,3060 

















Ca-Citrat 2,8905 | 3,5620 | 0,7070 | 1,8480 | 3,1315 
Sein Prozentgehalt an CaO 5 -33,58 33, 40 | 33,21 |, 33,94 | 33,43 | 33,30 
Ca-Oxalat . . . 2.2... g 1 ‚0715 1 ‚6830 2,3635 0 0 | Spuren 
Sein Prozentgehalt an Oxal- y Ä 

säure nach Titrieren mit ` | 

Chamäleon®) ...... ' 61,97 | 61,54 | 61,87 — — 
CaO in Kulturflüssigkeit g | 0,5301 0,4588 0,3540: 0,0992 | 0, 1088 0,1340 
Zucker. 2.2... etwa g | 4,8 | 10 17,8 5, 3 1,5 





1) Die Citratniederschläge wurden in diesem Versuch bei 110 bis 120° 
getrocknet und scheinen ihrem Gehalt an CaO gemäß noch ein Molekül 
Wasser zu enthalten. Nach Berechnung muß so zusammengesetztes Salz 
(Ca, (C,H,O,). H,O] 32,60% CaO enthalten. 

2) Ca-Oxalat (CaC,O,. H,O) enthält 61,64% Oxalsäure (H.C,O,). 

D Die Azidität ist auf die ursprüngliche Kulturflüssigkeit bezogen. 

*) Die Citratniederschläge wurden in diesem Versuch bei 120 bis 135° 
bis zum vollständigen Wasserverlust getrocknet. Weasserfreies Ca-Citrat 
— Ca, (C,H,0,), — enthält 33,74% CaO. 

5) Ca-Oxalat enthält 61,64%, Oxalsäure. 
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Aus .den in den Tabellen angeführten Angaben ist es ersichtlich, 
daß die Anhäufung der Citronensäure in beiden Versuchsreihen bei 
Aspergillus niger stärker als bei Citromyces glaber zum Vorschein kam. 
In allen Kulturen von Aspergillus niger befand sich in ziemlich großen 
Mengen auch die Oxalsäure. Bei Citromyces glaber wurde sie in diesen 
Versuchen nur in Spuren oder gar nicht nachgewiesen. Daß eine be- 
trächtliche Anhäufung dieser Säure auch in den Citromyces-Kulturen 
auf Zucker bei gewissen Bedingungen stattfinden kann, wurde aber 
durch unsere vorigen Versuche festgestellt). 


In allen Kulturen, mit Ausnahme der Kultur 2a in der Versuchs- 
reihe 1, blieb das ihnen zugesetzte Calciumcarbonat zum Teil noch 
unverbraucht, was sich durch Aufbrausen bei der Bearbeitung der in 
diesen Kulturen befindlichen Niederschläge mit Salzsäure nachweisen 
ließ. Nur in der oben genannten Kultur von Aspergillus niger (2a, Ver- 
suchsreihe 1) wurde das Calciumcarbonat ganz erschöpft?) und, ihre 
Flüssigkeit hatte eine stark saure Reaktion. In dieser Kultur befand sich 
die Citronensäure teilweise in der Lösung, aus welcher sie durch Calcium- 
acetat niedergeschlagen wurde, nachdem die Kulturflüssigkeit durch 
Abdampfen stark eingeengt und mit Ammoniak neutralisiert war. 

Was das in den Kulturflüssigkeiten in Lösung befindliche Calcium- 
oxyd anbelangt, so überstiegen seine Mengen fast in allen Fällen sowohl 
bei Aspergillus niger als bei Citromyces glaber bedeutend diejenigen, 
welche auf Kosten der Löslichkeit des Calciumcitrats bezogen werden 
konnten?). 


Das macht sich durch die Kontrollbestimmung von CaO in steriler 
Nährlösung ohne Kultur geltend. Nachdem die Kreide dieser Lösung 
ebenso wie den Kulturen zugesetzt worden war, wurde sie mit denselben 
im Thermostaten stehen gelassen. Die Flüssigkeit wurde von der Kreide 
auf dieselbe Weise wie bei den Kulturanalysen abgetrennt und auf den 
Gehalt an CaO geprüft. 100 ccm enthielten 0,024 g CaO. Darauf wurde 
das Calciumeitrat einem Teil der von der Kreide abgetrennten Flüssigkeit 
zugesetzt, und, von Zeit zu Zeit aufgeschüttelt, blieb sie einige Tage mit 
ihm in Berührung. Der Gehalt an CaO stieg demnach bis zu 0,045 g auf 
100 ccm. Dieser Wert steht weit denjenigen nach, die bei den Kultur- 
flüssigkeitsanalysen für CaO erhalten sind. 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 327, 1922. 

23) Für diese Kultur entsprechen die durch die Analyse in den Citrat- 
und Oxalatniederschlägen und in der Kulturflüssigkeit gefundenen Mengen 
des Ca-Oxyds (2,65 g) denjenigen, die mit 5g Kreide eingebracht wurden 
(2,75 g). Das Ca-Oxyd wurde in der Kreide nach Auflösen derselben in 
Salzsäure durch Niederschlagung mit Ammoniumoxalat bestimmt. 

3) Bei den Versuchen, das Calciumeitrat aus den durch Verdunsten 
stark eingeengten Kulturflüssigkeiten auszuscheiden, gelang es gewöhnlich, 
mit Ausnahme der oben genannten Kultur 2a, nur ganz unbeträchtliche 
Mengen desselben zu erhalten. 
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Wie oben schon angegeben ist, enthielt mehr oder weniger be- 
trächtliche Mengen der Citronensäure nur die Flüssigkeit einer Kultur 
von Aspergillus niger, in welcher das Calciumcarbonat ganz erschöpft 
wurde und die Flüssigkeit sauer reagierte. Die Citronensäure machte 
aber auch hier nur einen Teil der in der Lösung befindlichen Säuren aus. 

Drückt man die Menge der in der Lösung sich befindenden Carboxyl- 
gruppen (im freien Zustande und im Zustande der Ca-Salze) durch das 


- für ihre Sättigung nötige Calciumoxyd [0,269 g!)] aus und zieht man davon 


die Menge desselben ab, die auf die gelöste Citronensäure fällt (0,0778 g), 
8o ergibt sich 0,1912 g Calciumoxyd, das der ein lösliches Ca-Salz bildenden 
Säure entspricht. 

Auf Grund der Ergebnisse unserer Analyse kommen wir also zum 
Schluß, daß bei den angegebenen Bedingungen des Versuchs in den 
Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber neben der Citronen- 
und Oxalsäure noch eine Säure sich anhäufte, die ein lösliches Calcium- 
salz bildet. Was für eine Säure hier vorkommt und was für eine Rolle 
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Abb. 1. Kulturen von Asp. niger bei der Temperatur von 14 bis 170, 
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Abb. 2. Kulturen von Asp. niger bei der 
Temperatur von 24 bis 260. 
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sie im Gesamtstoffwechsel spielt, müssen die weiteren Untersuchungen 
klarstellen. Vorläufig ist nur darauf hinzuweisen, daß in den Kulturen 
von Aspergillus niger anfangs eine Anhäufung und darauf eine all- 
mähliche Verzehrung der Säure sich nachweisen läßt, indem die Citronen- 
und Oxalsäure fortdauernd anwachsen. Diese Erscheinung, die in 
der ersten wie in der zweiten Versuchsreihe deutlich hervortrat, legt 
die Vermutung nahe, daß die unbekannte Säure zur Bildung der Citronen- 
und Oxalsäure verbraucht wurde. 

Als besonders wahrscheinlich erscheint diene Vermutung bei der 
Zusammenstellung der Analysenergebnisse für die Kulturen von Asper- 


1) Das in der Kulturflüssigkeit befindliche Ca-Oxyd 0,136 g und das 
der Azidität dieser Flüssigkeit entsprechende Ca-Oxyd 0,133 g = 0,269 g. 
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gillus niger der ersten Versuchsreihe. Während Zucker in der Kultur la 
fast vollständig fehlt, finden wir doch einen beträchtlichen Zuwachs 
der Oxal- und Citronensäure in der Kultur 2a. Als Material zur Bildung 
dieser Säuren scheint also nicht Zucker zu dienen, sondern die in der 
Kultur la als lösliches Calciumsalz vorhandene Säure, die beim Über- 
gang von der Kultur la zu 2a bedeutend abnahm. 


Das soeben geschilderte Verhältnis zwischen der Citronen- und 
Oxalsäure einerseits und der ein lösliches Calciumsalz bildenden Säure 
andererseits läßt sich leicht auf den Abb. 1 und 2 verfolgen. Auf ihnen 
ist die Mobilisierung der diesen Säuren zugehörigen Carboxylgruppen 
graphisch dargestellt, indem sie durch das zu ihrer Sättigung not- 
wendige Calciumoxyd ausgedrückt sind. Die den Säuren entsprechenden 
Mengen des Calciumoxyds sind in der weiter unten folgenden Tabelle 
angegeben: 





 Versuchsreihe 1 (14—170)| Versuchsreihe 2 (24—260) 


Kulturen von Aspergillus niger 
i| ] a (60 Tage) | 2a (90 Tage) | 1A (9 Tage) Ga (21 Tage)|3 A (42 Tage) 
SE & Dës: = = ghire na 





u | | 
der Citronensäure | 1,0526g | .1,2158g 0,7042g | 0,9654 g 1,1826 g 





33 
553 |der Oxalsäure . . | 0,9558 | 1,3718 | 0,4115 | 0,6463 | 0,9076 


CG 
9 
Ë- 
4 der ein lösliches 
5 


Ca-Salz bilden- | 
den Säure. . . | 0,4540 | 0,1912 || 0,5301 Bez | 0,3540 





Versuchsreihe 3. Kulturen von Aspergillus niger mit mangelhaften 
und überflüssigen Stickstoffmengen. 
Die Nährlösungen hatten folgende Zusammensetzung: 


Rohrzucker. ..... 2 % 5 Weg 
NH,NO,...... or 0,15 „ bÍ asselbe wie in a nur 
Salze (Zn SO, — 0,02%) 0,2 e NH,NO,......... 1% 


Mit jeder Nährlösung wurden je zwei Kulturen angestellt, und 
jede Kultur enthielt je 150 ccm Nährlösung. Die Kulturen wurden 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen, welche sich die zwei ersten 
Wochen bei 14 bis 15° und darauf bei 16 bis 17° hielt. 


Nur am fünften Tage nach der Impfung bildeten sich die Pilz- 
decken, und am neunten Tage wurden je 15 g sterilisierter Kreide allen 
Kulturen zugesetzt. 


. Am vierten Tage nach dem Zusatz der Kreide machte sich eine 
reichliche Gasausscheidung von der Oberfläche derselben in allen 
Kulturen bemerkbar, und noch 3 bis 4 Tage später traten schon die 
dem Calciumcitrat eigentümlichen Ablagerungen auf. Zum Schluß 
des Versuchs wurde das Mycel auf der Nährlösung b reichlich mit 
Conidien bedeckt, und in der Kultur auf der Lösung a waren sie nur 
spärlich vertreten. 
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Die Analyse der Kulturen wurde ebenso wie in den vorigen Ver, 
suchen ausgeführt. Die Ergebnisse sind in der weiter unten folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 111. 


Stickstoffmangel | Stickstoffüberfluß 
Kulturen und ihre Dauer 


1. (23 tal G Tago) 1. o Tage) | 2. (49 Tage) 





Pilzdeckengew. (ohne Ca-Oxalat) g | 1,7085 | 2,5270 





Sein Prozentgehalt an Oxalsäure 
nach Titrieren mit Chamäleon 3) 


| l 4,5000 | 3,0775 
Ca-Citrat im Niederschlag . . g |i 11,6542 | 11,9335 . 8,3025 | 7,1850 
Sein Prozentgehalt an CaO .. l 33.06 33,20 . 33,62 . 33,52 
Ca-Citrat von Kulturflüssigkeit g, — | 1,6960 o — © = 
Gesamtmenge des Ca-Citrats!) g — — ! 13,6285 — | = 
Ca-Oxalat . 2 2 22200. g 4,2535 | 9,0100 | 0,4860 | 3,2265 


| 
KA 61,20 61,69 | 61,54 


CaO in Kulturflüssigkeit?) . . g 1,2240 0,5917 | 0,2880 0,1037 
Azidität auf 10 ccm Kulturflüssig- : | 

keit n]10 Ba[OH])*) . .cem ` — IOo = 
Zucker . . 2.222200. etwag ! 4,0 EE 0 
Reaktion auf Salpetersäure... ! 0 stark | stark 


Bei diesen Versuchen mit Aspergillus niger, ebenso wie bei unseren. 
vorigen mit Citromyces glaber®), wurde also die Bildung und Anhäufung 
der Citronensäure nicht nur bei relativem Mangel an Stickstoff, sondern 
auch bei Überschuß daran®), d. h. bei den normalen Bedingungen 
der Mycelentwicklung, nachgewiesen. Wie in den vorigen Versuchs- 
reihen 1 und 2, häuften sich auch hier neben der Citronensäure die 
Oxalsäure und außerdem noch die ein lösliches Ca-Salz liefernde Säure 
an. Bedeutend größere Mengen dieser letzteren enthielten die Kulturen 
auf der Nährlösung a. Hier trat deutlich dieselbe Erscheinung hervor, 
die sich auch bei den vorigen Versuchen feststellen ließ. Anfangs häufte 
sich die Säure an und darauf nahm sie ab, während die Citronen- und 
Oxalsäure fortdauernd anwuchsen. 


In der Kultur 2 auf der Nährlösung a (ebenso wie in der Kultur 2a 
der Versuchsreihe 1) zeigte sich das ihr zugesetzte Calciumcarbonat 


1) Die Citratniederschläge wurden bei 120 bis 135° bis zum vollständigen 
Wasserverlust getrocknet. Wasserfreies Ca-Citrat enthält 33,74% CaO. 

2) Ca-Oxalat enthält 61,64% Oxalsäure. 

3) Die abfiltrierte Kulturflüssigkeit machte mit dem Waschwasser 
zusammen 300 ccm aus. 

4) Die Azidität ist auf ursprüngliche Kulturflüssigkeit bezogen worden. 

H WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 338, 1922. 

H Wie die Reaktion auf Salpetersäure zeigte, blieb der in der Nähr- 
lösung b befindliche Stickstoff zum Schluß des Versuchs teilweise unver- 
braucht. 
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Als ganz erschöpft!); die Kulturflüssigkeit reagierte stark sauer und 
enthielt eine bedeutende Menge der Citronensäure in aufgelöstem 
Zustande. Diese Säure wurde besonders ausgeschieden und bestimmt. 

Ziehen wir die für Sättigung der gelösten Citronensäure notwendige 
Menge des Ca-Oxyds (0,5712 g) von der Gesamtmenge desselben ab, die 
für Sättigung aller in der Lösung befindlichen Säuren nötig ist [1,2511 g] ?), 
so erhalten wir die Menge des Ca-Oxyds, die der ein lösliches Salz mit ihm 
bildenden Säure entspricht. So ergibt sich der Wert von 0,680 g, der sich 
den Mengen des in den Flüssigkeiten anderer Kulturen aufgelöst gefundenen 
Ca-Oxyds entgegenstellen läßt. 

Drückt man das Verhältnis zwischen den in den Kulturen be- 
findlichen Säuren durch die CaO-Mengen aus, die für ihre Sättigung 
notwendig sind, so werden ax GC Werte erhalten. 








| 





Nährlösung a | Nährlösung b 
Kulturen Ee e EE E 
1. (23 Tage) 3 (49 Tage) 1. en, (49 Tage) 
Det der Citronensäure . . . . | 3,8459g | 4,5331g | 2,7896@ | 2.4070g 
38% Ider Oxalsäure . . ‚1,6333 | 34598 | 0,1866 ! 1.2390 
wë E |der ein unlösliches Ca-Salz- | 
Säz ) bildenden Säure . . . . | 1,2240 | 0,6800 | 0,2840 0.1037 





Die in der Tabelle angegebenen Werte sind auf der Abb. 3 graphisch dargestellt. 
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Abb. 3. 
Kulturen von Asp. niger mit Stickstoffmangel. Kulturen von Asp. niger mit Stickstoffüberschuß. 
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1) Beim Extrahieren des in dieser Kultur befindlichen Niederschlags 
mit Salzsäure ließ sich kein Aufbrausen nachweisen, das in allen übrigen 
Kulturen dieses Versuchs beobachtet wurde. Die vollständige Erschöpfung 
von CaCO, läßt sich auch durch die Berechnung der Gesamtmenge des 
Ca-Oxyds erweisen, das als Citrat und Oxalat im Kulturniederschlage 
und in der Kulturflüssigkeit gelöst bei der Analyse gefunden wurde. Das 
ergibt 8.0134 g CaO. Die der Kultur zugesetzte Kreide enthielt 8,25 g CaO. 

2) Das in der Kulturflüssigkeit gelöste Ca-Oxyd 0,5917 g und das zur 
Sättigung von freien Säuren dieser Flüssigkeit nötige Ca-Oxyd 0,6594 g 
= 1,2511 g. 
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Kulturen von Aspergillus niger auf BRohrzucker ohne Calciumcarbonat. 


Daß die freien Säuren sich bei den Bedingungen unserer Versuche 
in den Kulturen von Aspergillus niger in beträchtlicher Menge an- 
häufen können, erwies sich schon mit unverkennbarer Deutlichkeit 
durch die bei den vorigen Versuchen in den Kulturen mit Kreide beob- 
achtete lebhafte Gasausscheidung und besonders durch das starke Auf- 
brausen, welches in ihnen beim Aufschütteln zum Vorschein kam. 
In dem weiter unten beschriebenen Versuche hatten wir die Absicht, 
die Anhäufung der freien Säuren in der Kultur von Aspergillus niger 
auf Zucker ohne sie bindende Basen zu erforschen. 


Versuchsreihe 4. 


Bei dieser Versuchsreihe kam eine Nährlösung mit folgender Zu- 
sammensetzung zur Anwendung: 


Rohrzucker . . ... 20% 
NH,NO, . ..... 0,15% 
Salze (ZnSO, — 0,02%) 0,2% e 


Mit dieser Lösung wurden drei Kulturen von Aspergillus niger 
angestellt, und jede Kultur enthielt je 100 cem. Die Kulturen wurden 
bei der Zimmertemperatur von 16 bis 17° stehen gelassen und aufein- 
anderfolgend nach bestimmten Zeitintervallen (9, 14 und 35 Tage) 
zur Analyse gebracht. 

Nach dem halbstündigen Erhitzen der zur Analyse genommenen 
Kultur im Kochschen Sterilisator und nach dem Abkühlen wurde die 
Flüssigkeit von der Pilzdecke durch Filtrieren abgetrennt und mit 
dem Waschwasser zusammen auf 200 ccm gebracht. In dieser Flüssig- 
keit wurde die Azidität durch Titrieren mit n/10 Barytlösung (Phenol- 
phthalein als Indikator), die Citronensäure und für die letzte Kultur 
auch der Zucker bestimmt. | 

Zur Ausscheidung der Citronensäure wurde die abgemessene 
Portion (150 cem) der Flüssigkeit bis zum geringen Volumen durch 
Verdunsten eingeengt und dem Kochen mit Calciumcarbonat unter- 
worfen. In der abfiltrierten Flüssigkeit, die man mit dem Waschwasser 
zusammen auf 100 ccm brachte, wurde das in Lösung übergegangene 
Caleiumoxyd bestimmt. — Nachdem der von der Flüssigkeit abgetrennte 
Niederschlag des Calciumeitrats mit dem Überschuß des Calcium- 
carbonats zusammen in Salzsäure aufgelöst worden war, wurde das 
Caleiumeitrat aus der durch Verdunstung eingeengten Lösung nach 
dem üblichen Verfahren (Neutralisieren mit Ammoniak und Kochen) 
ausgeschieden. 

Die Resultate der Analyse sind in Tabelle IV angegeben. 

Wie ersichtlich ist, nahm die Azidität der Kulturflüssigkeit all- 
mählich zu, und zum Schluß des Versuchs erreichte sie eine ziemlich 
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beträchtliche Größe. Sie bezog sich fast ausschließlich auf Citronen- 
säure. Die Reaktion auf Oxalsäure fiel in allen drei Kulturen negativ 








‚Tabelle IV. 

Kulturen und ihre Dauer ‚1.0 Tage) |2. (14 Tage) | 3. (35 Tage) 
Pilzdeckegewicht. . . . 2 22 oono. g 0,8625 | 1,2660 1,5330 
Azidität auf 10 ccm Kulturflüssigkeit nj10 | 

BEIOH)N iu es. ee 2 cem ! 100 20,8 | 62,6 
Ozalsäure . u... ve wa ae | 0 0 0 
Ca-Citratniederschläge . . . . ..... g 0,0880 | 0,9750 4,3000 
Ihr Prozentgehalt an Ca0?) ....... — 33,82 33,78 
CaO in Lösung `, e’ g ; 0,1750 . 0,1736 0,2062 
ZUCKER: a e a 10 e Er Ee E etwa g ` - ` — ' 6,5 


aus. Von dieser Säure ließen sich keine Spuren nachweisen. Es gibt 
ja keinen Grund zu denken, daß sie sich hier nicht bildete. Offenbar 
handelt es sich mehr um so schnelle Verzehrung der gebildeten Säure, 
daß ihre Anhäufung nicht stattfinden konnte®). 
" Die bei der Citratausscheidung in Lösung übergegangene Menge 
des Calciumoxyds weist darauf hin, daß auch hier außer der Citronen- 
säure irgend eine Säure vorkam, die ein lösliches Calciumsalz bildet; 
diese Säure häufte sich aber in viel kleinerer Menge an als bei den 
vorigen Versuchen mit Calciumcarbonat. 

Nach und nach steigend, betrug der Gehalt der Flüssigkeit an 
Citronensäure in der letzten Kultur fast 4g bzw. 4%). 


Versuch mit Penicillium glaucum. 
In einem von unseren vorigen Versuchen®) gelang es uns, aus 
der Kultur von Penicillium glaucum auf 10proz. Rohrzuckerlösung 


1) Die Azidität ist auf ursprüngliche Kulturflüssigkeit bezogen. 

2) Calciumeitrat — Ca, (C,H,O,), — enthält 33,74%, CaO. 

3) Molliard (l. c.) hat außer der Citronensäure auch die Oxalsäure in 
den Kulturen von Aspergillus niger auf Zucker (4,6%) bei relativem Stick- 
stoffmangel (0,035% NH,NO,) ohne CaCO, nachgewiesen; sein Versuch 
wurde aber bei der Temperatur von 36° angestellt. 

t) Die Berechnung wurde nach dem Gewicht des. ausgeschiedenen 
Citrats mit entsprechender Korrektur auf seine Löslichkeit gemacht. Infolge 
der Verdunstung der Flüssigkeit während des Versuchs läßt sich ihr tat- 
sächlicher Prozentgehalt an Citronensäure noch höher schätzen. In den 
Versuchen von Molliard (l. c.) mit Aspergillus niger machte der Maximal- 
gehalt der Kulturflüssigkeit an Citronensäure etwa 0,8% aus, indem diese 
Säure nach der Gesamtazidität bestimmt wurde, von welcher die der Oxal- 
säure entsprechende Azidität abgezogen worden war. Dieses Verfahren 
darf ja nur dann als verwendbar gelten, wenn keine andere Säure außer 
der Citronen- und Oxalsäure vorhanden ist. Ob das bei den Versuchen 
von Molliard der Fall war, bleibt dahingestellt. 

5) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 327, 1922. 
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mit Calciumcarbonat eine kleine Menge der Substanz auszuscheiden, 
die sich mit gewisser Wahrscheinlichkeit als Calciumceitrat identifizieren 
ließ. Zu genauerer Identifizierung war doch die Menge der erhaltenen 
Substanz ungenügend. 

Um die Frage nach der Bildung der Citronensäure durch Peni- 
allium glaucum endgültig klarzustellen, wurde die Kultur von diesem 
Pilze mit höherem Gehalt an Zucker versucht. 


Versuch 5. 
Die Nährlösung hatte die folgende Zusammensetzung: 
Rohrzucker `, . . .... 20% 
BEER e e 0,15% 


Salze (ZnSO, — 0,01%) . 0,1% 

Die Kultur enthielt 50 cem Nährlösung. Der Versuch wurde bei 
der Zimmertemperatur von etwa 20° angestellt und dauerte beinahe 
3 Monate!). Am fünften Tage nach der Impfung setzte man 6 g steri- 
fisierter Kreide der Kultur zu. Zum Vergleich wurde auch eine Kultur 
von Aspergillus niger bei denselben Bedingungen parallel aufgestellt. 

Die Kulturanalyse wurde ebenso wie bei den vorigen Versuchen 
ausgeführt und ihre Ergebnisse sind in der Tabelle V zusammengestellt. 




















Tabelle V. 

u GN Kulturen l ` | deeg iger | Penicillium ine 
Pilzdeckengewicht (ohne Ca-Oxalat) . g 0,9815 ` 1,2225 
Ca-Citrat . . 2 2 2 2 2 2 e a nen go` 2,7830 1,0540 
Sein Prozentgehalt an CaO `... 33,78 33,95 
Ca-Oxalat. e, go 4,7790 | 0,0320 
Sein Prozentgehalt an ÖOxalsäure nach 

Titrieren mit Chamäleon . ..... | 61,91 | 62,15 
CaO in Kulturflüssigkeit ...... g 0,0853 | 0,0434 


Die Citratniederschläge wurden durch die Reaktion von Deniges 
und durch ihren Gehalt an Calciumoxyd ganz sicher identifiziert. Der 
Zucker wurde in beiden Kulturen vollständig verbraucht; der Gehalt 
der Kultur an Citronen- und Oxalsäure war jedoch bei Aspergillus niger 
viel höher als bei Penicillium glaucum. Das läßt sich mit der bei diesem 
Pilze stärker ausgesprochenen Fähigkeit, die organischen Säuren zu 
Kohlendioxyd zu verbrennen?), in Zusammenhang stellen. 


1) Eine so lange Dauer der Kultur wurde dadurch bedingt, daß wir 
keine Gelegenheit hatten ihre Analyse früher anzutreten. 

2) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922. Vgl. auch C. Wehmer, 
Botan. Zeitung 49, 233, 1891. 
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Zusammenfassung. 


In den Kulturen von Aspergillus niger auf Zucker bei relativem 
Stickstoffmangel in Anwesenheit von Calciumcarbonat häuft sich 
reichlich Citronensäure als Calciumcitrat an. 

Unter gleichen Versuchsbedingungen sowohl bei den niedereren 
(14 bis 17°) als bei den höheren (24 bis 26°) Temperaturen geht das 
Anhäufen der Citronensäure in den Kulturen von Aspergillus niger 
mit größerer Geschwindigkeit vor sich, und im ganzen erreicht es einen 
bedeutenderen Betrag als in denen von Citromyces glaber. 

In allen Kulturen von Aspergillus niger ließ sich auch die Oxalsäure 
nachweisen, deren Mengen wie die der Citronensäure mit der Kultur- 
dauer zunahm. Bei Citromyces glaber trat die Oxalsäure nur in den 
älteren Kulturen und in viel geringeren Mengen als bei Aspergillus 
niger auf. 

Außerdem ließ sich die Bildung einer Säure in allen Kulturen 
feststellen, die sich in der Kulturflüssigkeit als ein lösliches Calciumsalz 
anhäufte. Besonders bedeutend war die Anhäufung dieser Säure in 
den Kulturen von Aspergillus niger. In ihnen nahm die Menge der 
Säure anfangs zu und darauf fiel sie allmählich ab, während die Citronen- 
und Oxalsäure fortdauernd anwuchsen. Daraus läßt sich der Schluß 
ziehen, daß die in Betracht kommende Säure zur Bildung der Citronen- 
und Oxalsäure verbraucht werden kann. Die Frage nach der Natur 
jener Säure und nach ihrer Rolle im Gesamtstoffwechsel muß durch 
die weiteren Untersuchungen klargestellt werden. 


Die Bildung der Citronensäure in den Kulturen von Aspergillus 
niger auf Zucker, ebenso wie in den von Citromyces glaber, findet nicht 
nur bei Mangel, sondern auch bei Überschuß an Stickstoff statt. 
In Anwesenheit von Calciumcarbonat häuft sich die Citronensäure als 
Citrat auch in diesen Kulturen an, obgleich in kleinerer Menge als in 
denen mit Stickstoffmangel. Das läßt sich zwanglos dadurch erklären, 
daß ein verhältnismäßig größerer Teil des Zuckers beim Stickstoff- 
überschuß zur Mycelentwicklung verbraucht wird. 


Die Bildung und Anhäufung der Citronen- und Oxalsäure ist auch 
bei Penicillium glaucum in den Kulturen auf Zucker mit Calcium- 
carbonat festgestellt; die Mengen dieser Säuren waren aber hier viel 
geringer als in den unter denselben Bedingungen aufgestellten Kulturen 
von Aspergillus niger. Das läßt sich mit der bei Penicillium glaucum 
stärker ausgesprochenen Fähigkeit, die organischen Säuren zu Kohlen- 
dioxyd zu verbrennen, in Zusammenhang stellen. 

In den Kulturen von Aspergillus niger auf Zucker bei relativem 
Stickstoffmangel ohne Caleiumcarbonat häuft sich die Citronensäure 
in freiem Zustande reichlich an. In 3ötägigen Kulturen bei der Tempe- 
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ratur von 16 bis 17° betrug der Gehalt der Kulturflüssigkeit an Citronen- 
säure etwa 4%, und die Ausbeute der Säure in bezug auf verbrauchten 
Zucker etwa 30 %,. In den unter diesen Bedingungen sich entwickelnden 
Kulturen ließ sich die Oxalsäure gar nicht nachweisen. 

Die bis jetzt angenommene Einteilung der Pilze in zwei physio- 
logische Gruppen — die Gruppe der die Oxalsäure bildenden, an deren 
Spitze man Aspergillus niger stellt, und die der die Citronensäure 
bildenden, zu welcher man die Citromyces- Arten rechnet — kann 
keine ernstliche Grundlage mehr haben und muß verlassen werden. 


Autoklavenhydrolyse 
der Eiweißstoffe mit Hilfe von Kohlensäure und Oxalsäure. 


Von. 


W. S. Ssadikow. 
(Aus dem Laboratorium für organische Chemie der Universität Moskau.) 
(Eingegangen am 18. Dezember 1922.) 


Hydrolyse der Eiweißstoffe durch Einwirkung von Mineralsäuren 
erfordert eine ziemlich hohe Konzentration derselben und eine 
größere Dauer auch bei Siedetemperatur. Arbeitet man aber unter 
Druck bei Temperatur 160 bis 180°, so genügen schon kleine Kon- 
zentrationen der Säure (0,5 bis 1%), um im Verlaufe von zwei bzw. 
drei Stunden den abiureten Zustand herbeizuführen. Doch sind die 
Produkte einer Autoklavenhydrolyse wesentlich verschieden von den- 
jenigen der gewöhnlichen Hydrolyse. Im ersten Falle können wir 
die Spaltung nur bis zu einfachen Anhydriden bewerkstelligen, im 
zweiten Falle sind hauptsächlich Aminosäuren vorhanden. 

Die Einwirkung von schwachen Mineralsäuren bei 180° war eine 
mildere und begrenzt sich auf Vorstufen der Aminosäuren, auf Di- 
ketopiperazine. Organische Säuren auch bei höherer Konzentration 
und bei 180° sind wenig geeignet, Hydrolyse der Eiweißstoffe zu 
veranlassen und wirken vielmehr kondensierend. 

Es war von Interesse, das Verhalten der Proteine gegen eine so 
schwache Säure, wie Kohlensäure, zu prüfen, welche von dem Hydro- 
lysate sehr leicht entfernbar ist. 20g Gänsefedern mit 200 ccm 
Wasser waren in einem Pfungstschen Autoklaven eingeschlossen; in 
das Druckgefäß wurde Kohlensäure bis 8 Atm. Druck eingelassen. 
Nachdem der Hahn geschlossen war, wurden die Gänsefedern 
31/, Stunden bei 160° erwärmt; das Manometer zeigte 22 Atm. Druck 
und nach dem Erkalten 6 Atm. 

Ein Teil der Federn war gelöst und die Lösung zeigte keine 
Biuretreaktion mehr. Es wurde rochmals Kohlensäure bis 12 Atm. 
eingelassen und der Autoklav auf 185° erwärmt. Manometerdruck 
19 Atm. Das Erwärmen dauerte 10!/, Stunden. Jetzt löste sich 
fast alles und das Hydrolysat war abiuret. 
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Erwärmt man aber Gänsefedern bei 180° während 10 Stunden 
mit Wasser ohne Kohlensäure, so gelangt man zu demselben Resultat. 
Dabei bildet sich eine beträchtliche Menge Kohlensäure auf Kosten 
des Eiweißstoffs, und diese Kohlensäure beeinflußt das Zustande- 
kommen der Hydrolyse. 

Dasselbe Resultat wurde mit Eieralbumin erhalten. 

Kohlensäure unter Druck wirkt also hydrolytisch auf Eieralbumin 
und Keratin. Bei Spaltung mit Wasser wird die Hydrolyse durch 
Gegenwart von Kohlensäure beschleunigt. Aber die Hydrolyse mit 
Kohlensäure erfordert längere Zeit und bringt beeinträchtigende 
Nebenwirkungen mit sich. 

Es war von Interesse, die hydrolytische Wirkung der Oxalsäure 
zu prüfen, da sie einerseits eine starke Säure darstellt, und anderer- 
seite bei 180° vollständig unter Bildung von Kohlensäure sich zer- 
setzt. Man könnte zwei Vorteile bei der Anwendung von Oxalsäure 
als hydrolysierendem Agens erwarten, nämlich, allmähliche Abnahme 
der Konzentration im Laufe der Hydrolyse, und ein vom hydrolysieen: 
den Mittel freies Hydrolysat. 

Die Anwendung der Oxalsäure gab aber kein besonders günstiges 
Resultat: 
L 100g Gelatine und 400ccm Wasser mit 50g Oxalsäure 
wurden bei 140° vier Stunden erwärmt, was genügte, um das 
Hydrolysat abiuret zu machen. Das Hydrolysat ist stark sauer, 
obwohl keine Oxalsäure mehr vorhanden ist. AgNO, gibt Fällung 
und erfährt Reduktion beim Aufkochen. Das Hydrolysat hinterläßt 
nach dem Eindampfen einen Sirup, welcher größtenteils in Alkohol 
löslich ist, der lösliche Teil zeigt keine Reaktion mit Triketohydrinden. 

2. 50g Gelatine und 50g Oxalsäure wurden in Wasser gelöst 
und bei 180° sechs Stunden lang erwärmt. Das Hydrolysat enthielt 
keine Oxalsäure mehr. Biuretreaktion fehlt, ebenso die Triketo- 
hydrindenprobe. Nach Behandlung mit Ca(OH), bis zur schwach 
alkalischen Reaktion gibt das Filtrat mit Bromwasser eine gewaltige 
Fällung, mit Cu(OH), keine blaue Lösung,. sondern eine bläulich- 
grüne. Der beim Abdampfen erhaltene Sirup ist mit Alkohol fast 
vollständig fällbar. 

Vergrößert man die Menge der Oxalsäure und verlängert die 
Zeit der Erhitzung, so beobachtet man eine Vermehrung der in 
Alkohol unlöslichen Fraktion. 

3. 50g Casein und 50g Oxalsäure wurden in Wasser gelöst und 
bei 180° sechs Stunden erwärmt. Das Hydrolysat war hellgelb und 
oxalsäurefrei. Es zeigte keine Biuret- und keine Ninhydrinreaktion, 
reduzierte stark Ag NO,-Lösung, entfärbte K Mn O} und Bromwasser. 
Die Millonsche Reaktion ist negativ. Mit Cu(OH), gibt es eine 
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bläulichgrüne Lösung. Beim Abdampfen bleibt ein Sirup zurück, der 
vollständig in Alkohol löslich ist. Das Gewicht des in Alkohol löslichen 
Sirups ist um 14%, mehr als das Gewicht des genommenen Caseins. 
Es hat trotz Fehlens der Aminosäuren im Hydrolysat eine Wasser- 
aufnahme stattgefunden. Die Umwandlung des Caseins bei Druck- 
einwirkung von ÖOxalsäure scheint eine wesentlich andere zu sein als 
bei üblicher Art der Hydrolyse mit kochenden starken Mineralsäuren. 
Im ersten Falle überwiegen andere Säuren, im zweiten Falle Amino- 
säuren. 

Extrahiert man das Oxalsäurehydrolysat des Caseins mit Äther, 
so bekommt man einen Sirup, welcher Ameisensäure enthält. Dieselbe 
bildet sich bei Zersetzung von Oxalsäure nach der Gleichung: 
COOHCOOH = CO, + HCOOH. 

Bei Druckhydrolyse der Eiweißstoffe mit Oxalsäure haben wir 
also diejenigen Bedingungen, welche von uns schon bei autoklaver 
Einwirkung von Ameisensäure angetroffen wurden!). 

Es wäre von großem Interesse, die Produkte der Druckeinwir- 
kungen von Kohlensäure, Ameisensäure und ÖOxalsäure eingehend 
zu untersuchen, da wir es hier mit einer eigenartigen Art der 
Spaltung von Eiweißstoffen zu tun haben, bei welcher keine Amino- 
säuren auftreten. 


D Noch nicht veröffentlicht. 


Über Produkte der katalytischen Spaltung von EieelBetoftonu, 


Von 
W. S. Ssadikow und N. D. Zelinsky. 


Vorgetragen in der Sitzung der Russischen Chemischen Gesellschaft, 
2. Februar 1922. 


(Aus dem Laboratorium für Organische Chemie der Universität zu Moskau.) 
(Eingegangen am 18. Dezember 1922.) 


Im Bestreben, aus Eiweißstoffen Verbindungen vom Typus der 
Peptide herauszuschälen, hat Æ. Fischer die Methode der partiellen 
Hydrolyse angewandt, welche darin besteht, daß man die Proteine 
mit einem Überschuß von konzentrierter Schwefelsäure (70 %,) eventuell 
von konzentriertem HCl bei Zimmertemperatur (18°) oder bei Brut- 
temperatur (40%) behandelt, dann die Säure völlig entfernt und das 
eingeengte Filtrat mit aktivem Pankreassaft verdaut. 

Nach dem Behandeln des so gewonnenen Hydrolysats, welches 
in absolutem Alkohol aufgenommen wurde, mit trockenem Chlor- 
wasserstoff, und nach Abdestillation von Estern der Aminosäuren, hat. 
E. Fischer aus den Rückständen, welche in hohem Vakuum nicht mehr 
flüchtig sind, durch Sättigen der alkoholischen Lösung mit trockenem 
Ammoniak einen Niederschlag erzielt, welcher aus einem Gemenge 
von Diketopiperazinen bestand. 

Mit Hilfe dieses Verfahrens hat E. Fischer aus Fibroin Glycylalanin- 
anhydrid gewonnen, welches mit dem synthetischen Glycyl-d-alanin- 
anhydrid sich als identisch erwies. Durch partielle Hydrolyse mit kon- 
zentrierttem HCl und Trypsin, eventuell nach Be handlung mit Barytwasser. 
haben E. Fischer und E. Abderha!den durch Vermittlung von #-Naphthalin- 
sulfochlorid aus Fibroin auch Gıycylalanin erhalten. Außerdem wurden aus 
Fibroin Glycyl-d-tyrosinanhydrid, Glycyl-d-alaninanhydrid und d-Alanyl-l- 
serinanhydrid abgeschieden, sowie ein Tetrapeptid (Diglycyl-d-alanyl-l- 
tyrosin). Aus Elastin sind d-Alanyl d-leucin und Glycylvalinanhydrid neben 
Prolyl-d-alaninanhydrid dargestellt, ebenso 1-Leucylglycinanhydrid und 
l-Leucyl-d-alaninanhydrid. Levene und Beatty haben bei langdauernder 
Verdauung der Gelatine mit Trypsin Giycylprolinanhydrid und Leuryl- 
prolinanhydrid gefunden. 


D Ausführliche Mitteilung mit sämtlichen analytischen Belegen und 
Verfahren zur Trennung einzelner Fraktionen wird bald veröffentlicht. 
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Bis jetzt sind aus verschiedenen Eiweißstoffen (Fibroin, Elastin, 
Gliadin, Gelatine, Globin, Casein, Ovalbumin) durch partielle Hydrolyse 
etwa 15 verschiedene Diketopiperazine, 7 Dipeptide, 3 Tripeptide und 
ein einziges Tetrapeptid dargestellt worden. 

Es ist wahrscheinlich, daß Anhydride im Eiweißmolekül präfor- 
miert sind, und daß Peptide bei partieller Hydrolyse sekundär durch 
Einwirkung von Säure eventuell bei der Esterifikation entstehen. 

Die Tatsache, daß man unter Anwendung von sehr wenig kon- 
zentrierten hydrolytischen Agenzien, wie das bei der Trypsineinwirkung 
der Fall ist, Anhydride gewinnen und schließlich das Eiweiß voll- 
ständig bis zu Aminosäuren abbauen kann, wenn Fermente zugegen 
sind, eröffnet die Möglichkeit einer katalytischen Spaltung der Proteine 
entweder mit Hilfe von Fermenten bei Bruttemperatur oder bei An- 
wendung von ganz schwachen. Säuren oder Alkalien ohne Fermente, 
aber unter Einwirkung von erhöhter Temperatur, etwa im Bereiche 
von 150° bis 180°, 

Es hat sich herausgestellt, daß sämtliche Eiweißkörper bei drei- 
bis sechsstündigem Erwärmen im Autoklaven bei 180° mit 0,5- bis 
l proz. Salzsäure sich bis zum abiureten Zustand spalten und ein 
Hydrolysat geben, welches hauptsächlich aus Anhydriden besteht, 
indem die Menge der Aminosäuren eine verhältnismäßig geringe ist; 
allem Anschein nach sind diese Aminosäuren els Spaltungsprodukte 
der sich primär bildenden Diketopiperazine aufzufassen. 

Um die Spaltungsprodukte bei der autoklaven Hydrolyse, eventuell 
Katalyse, zu untersuchen, haben wir im Laufe der letzten Jahre das 
Katalysat eines Keratins (Gänsefeder) studiert und ein neues Ver- 
fahren zur Trennung von Anhydriden ausgearbeitet, welches erlaubt, 
mit weniger Umständen eine Reihe von Spaltungsprodukten der par- 
tiellen Hydrolyse der Eiweißstoffe aufzufinden, als das bisher der 
Fall war. l 

6000 g Gänsefedern wurden mit l proz. HCl im Autoklaven sechs 
Stunden lang bei 180° erhitzt. Fast alles war in Lösung gegangen. 
Das Reaktionsprodukt ist nur schwach gelblich gefärbt und gibt 
keine Biuretreaktion. 

Katalysat wurde andauernd mit Äther, Essigäther, Chloroform 
und schließlich mit Amylalkohol extrahiert und die entsprechenden 
Extrakte der Untersuchung unterworfen. In sämtliche Extrakte 
geht gegen 50 %, der zerlegten Substanz über. Der ÄAtherezirakt be- 
steht einerseits aus Körpern, welche sich kristallinisch abscheiden, 
und andererseits aus einem Sirup. Alle Substanzen des Ätherextrakts 
zeigen keine Reaktionen auf Aminosäuren (Triketohydrindenhydrat, 
Kupferoxydhydrat), aber nach einer Spaltung mit HCl, eventuell 
NaOH, fallen die Reaktionen auf Aminosäuren positiv aus. Damit 
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ist die Gegenwart der Anhydride bewiesen. Aus dem Ätherextrakt 
wurden durch Fraktionierung eine Reihe von Anhydriden abgeschieden, 
gereinigt und analysiert: 
. Leucylvalinanhydrid; F. 272°; identisch mit dem synthetischen. 
. Leucylvalinanhydrid; F. 261°. 
. Leucylvalinanhydrid; F. 249. 
. Phenylglycylglycinanhydrid; F. 268°. 
. Leucylprolinanhydrid; F. 230. 
. Leucylbutalaninanhydrid, F. 287°, 
. Anhydrid von der Zusammensetzung: CG. H. N-O, F. 269° 
( Methylprolylprolin abydrid). 

8. Anhydrid C„H„N,O,; F. 219. 

Es ist aus zwei Disminodiearbonsfuren gebildet, aus COOH.CH 
- NH, . OH, GR. CH NH. COOH und COOH.CH.NH,.CH 
.OH.(CH,),.CH.NH, COOH. 

Die Konstitution dieses Anhydrids kann man sich folgenderweise 
vorstellen : 


NO mw m rei 


CH—(C H,)—CHOH-—-CH 
FR IN 
NH CO NH 
| 
NH bo 1 H CO 
N CH-(CH} CH, —cH 

9. Anhydrid Oe Ha; N-O: F. 204°. 

Es ist aus einer Monoaminodicarbonsäure und einer Diamino- 
monocarbonsäure gebildet: COOH—-CH.NH,—(CH,),—-COOH und 
COOH-CH.NHA,—/CH,),—-CH,. NH, 

Die Konstitution dieses Anhydrids kann man folgenderweise ver- 
anschaulichen: 


ae u E 


co CH > 


NH ( co NH 
KËNT 
Nach der Abscheidung von obenerwähnten Anhydriden hinter- 
bleibt ein Sirup, welcher nicht mehr kristallinisch erstarrt. Er zeigt 
keine Reaktionen auf Aminosäuren und besteht also aus dem Ge- 
menge von Anhydriden. Nachdem der Sirup durch Kochen während 
acht Stunden mit konzentriertem HCl gespalten wurde, konnte man 
von Aminosäuren Leucin, Alanin und einen Millonkörper, der kein 
Tyrosin ist, abscheiden. 
Trotz des so energischen Eingriffs, wie es die kochende konzen- 
trierte HCl ist, konnte man, allerdings in geringen Mengen, in dem 
16* 


244 W. S. Ssadikow u. N. D. Zelinsky: 


Siruphydrolysat noch Anhydride auffinden (wahrscheinlich Leuoyl- 
valinanhydrid und Phenylalanylglycinanbydrid), außerdem auch eine 
bedeutende Menge des ncch nicht gespaltenen Sirups, der keine freie 
Aminosäure enthält und aus einem Gemenge von Anbydriden besteht. 
Diese Anhydride sind also sehr widerstandsfähig und haben eine kom- 
plziertere Zusammensetzung; einfachere Diketopiperazine werden von 
diesen komplexeren Anhydridbildungen abgespalten. Derartige komplexe 
Anhydride haben wir im Ätherextrakt getroffen, nämlich Cs, Has N, Oe 
und Ce Hy NOs 

Unter den Anhydriden deg Ätherextrakts sind uns solche be- 
gegnet, die eine gleiche Zusammensetzung haben, nämlich diejenige 
des Leucylvalinanhydrids, aber verschiedene Schmelzpunkte aufweisen. 
Wir baben es hier wahrscheinlich mit irgendwelcher Art feinerer 
Isomerie zu tun. 

Leucoylvalinanhydrid mit F. 249° wurde näher auf seine Spaltungs- 
produkte untersucht. Die Hydrolyse wurde bei dieser Gelegenheit 
in verschiedener Weise ausgeführt; in einem Falle wurde „totale 
Hydrolyse“ durch Erwärmen bei 95° mit konzentriertem HCl während 
18 Stunden, im anderen Falle ‚partielle Hydrolyse“ des Anhydrids 
durch Behandeln mit konzentriertem H CI bei 18° während 72 Stunden 
bewirkt. 

Im ersten Falle hatten wir Leucin und Valin gefunden. 

Bei ‚partieller Hydrolyse‘ bilden sich wesentlich andere Produkte, 
nämlich die Produkte der Kondensation des Anhydrids einerseits 
und Produkte der Oxydation andererseits. 

Aus dem Anhydrid C., Hyo NO: (Leucylvalinanhydrid) entsteht 
bei der Behandlung mit konzentriertem HCl bei 18° ein komplexes 
Anhydrid, Oe H30 N, Os, F. 286°. 


Don Hgo N30, + Ci HoN 02+ O, = Cis Hao H, Oe "D H0, +- H,O. 


Die Konstitution des komplexen Anhydrids kann man sich folgender- 
weise vorstellen : 
NH—CO—CH.C, H, 


| | 
O H—C-—CO—NH 
| 
Ci H,—C = CO bg NH 
| | 
N H—CO—CH. C,H, 


Diese Verbindung enthält zwei Diketopiperazinringe (oder 'zwei 
Peptinringe, wie man sie kürzeren Ausdrucks wegen nennen kann). 

Ein einfacheres Dipeptin ist ein solches, in welchem Peptinringe 
unmittelbar aneinandergeknüpft sind, ohne Vermittlung von Methylen- 
ketten. 
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Bei partieller Hydrolyse findet man als Spaltungsprodukt kein 
Leucin, aber Valin und eine geringe Menge von Diaminotrioxypelargon- 
säure. Sie entsteht aus Leucylvalinanhydrid folgenderweise: 


Ci: Ha NaO; + O; == Ca Hy Ne O; + 2 CO, 


Bei dieser Gelegenheit muß man besonders hervorheben, 1. daß 
die Bedingungen der Spaltung von Eiweißstoffen, wie wir sie bei 
„partieller Hydrolyse‘ antreffen, wesentlich abweichen von den Be- 
dingungen der Spaltung bei „totaler Hydrolyse“, 2. daß Diamino- 
polyoxysäuren sich aus Peptinen sekundär bilden können, ohne im 
Eiweißmoleküle präformiert zu sein. 

Der Essigätherextrakt scheidet eine kristallinische Substanz ab, 
welche bei 272° schmilzt und als Phenylalanylglycinanhydrid sich 
erwies. Außerdem enthält diese Fraktion auch freie Aminosäuren, 
nämlich Tyrosin, Alanin, Valin und Leucin. Nach dem Entfernen 
von Aminosäuren bleibt eine größere Menge Sirup zurück, die als 
ein Gemenge von zahlreichen Anhydriden betrachtet werden muß. 
Dieser Sirup I wurde durch ‘12stündiges Kochen mit konzentriertem 
HCl aufgeschlossen. Unter den Produkten dieser zweiten Spaltung 
wurden abgeschieden : 

l. Phenyldiaminobuttersäure. 

2. Diaminotridekadicarbonsäure: H< Ga On | wn COOH, 

3. Monoaminosäuren: Alanin, Valin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin. 

3. Eine Reihe von noch nicht aufgeklärten Aminosäuren. 

5. Sirup II (Anhydridgemenge). 

Nachdem Sirup II von Aminosäuren befreit war, wurde er noch- 
mals mit konzentriertem HCl acht Stunden lang gekocht; man ge- 
langt zu stickstofffreien Substanzen, welche die Zusammensetzung 
der höheren Dicarbonsäuren besitzen. Man konnte eine Säure: 
COOH-(CH,),—-COOH, Tridekadicarbonsäure, gewinnen, welche 
ohne Zweifel durch Desaminierung der obenerwähnten Diaminotri- 
dekadicarbonsäure entsteht. 

Hier ist wichtig hervorzuheben: 1. daß aus Anhydriden durch 
Kochen mit konzentriertem HCl Diaminosäuren entstehen, eventuell 
abgespalten werden; 2. daß Diaminodicarbonsäuren bei andauerndem 
Kochen mit konzentriertem HO desaminiert werden und auf diese 
Weise sich stickstofffreie langkettige Dicarbonsäuren bilden können, 
indem Ammoniak sich abspaltet. 

Der C'hloroformeztrakt besteht ausschließlich aus Anhydriden: die 
Hauptmenge derselben ist im sirupösen Zustande vorhanden. 

Unmittelbar kristallinisch wurde Phenylalanylglycinanhydrid aus- 
geschieden. Der Gesamtsirup wird, nachdem die Chloroformlösung 
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'mit Wasser ausgeschüttelt und auf diese Weise in zwei Teile getrennt 
ist, also ein in Wasser löslicher (Sirup A) und ein in Wasser unlös- 
licher (Sirup B) erhalten. 

Aus dem Sirup A konnten wir in geringen Mengen folgende 
Anhydride auffinden: Leucylalaninanhydrid, Leucylglycinanhydrid. 

Nach der Spaltung des übriggebliebenen Sirups A mit kochen- 
dem konzentrierten HCl wurden Aminosäuren erhalten, nämlich 
Alanin, Valin, Butalanin und Leucin. Aus dem Sirup B haben wir 
zwei Anhydride, allerdings in sehr kleinen Mengen, abgeschieden: 
1. Oxyprolylbutalaninanhydrid, F. 2230; 2. das Anhydrid CG H, N, Oe 
F. 2520. es wird aus Diaminododekadicarbonsäure una Diamino- 
dodekaoxy - dioarbonsäure gebildet. Seine Konstitution kann man 
sich wie folgt vorstellen: 


EE 
ONH CO NH 
| 
dAn bo NH do 
Nd Li 
H-(CH,),—-CHOH-CH 


Der übriggebliebene Sirup B gibt nach dem Kochen mit konzen- 
trierttem HCl Aminosäuren, nämlich: Leucin, Valin, Serin, Prolin und 
eine Anzahl von noch nicht aufgeklärten Aminosäuren. 

Der amylalkoholische Extrakt ist ein Sirup, welcher durch Aus- 
schütteln mit Wasser in zwei Teile getrennt wird. Der in Wasser lösliche 
Teil (Sirup A) enthält eine Anzahl von freien Aminosäuren, nämlich 
Tyrosin, Butalanin und einige noch nicht aufgeklärte Amino-, Diamino- 
und ÖOxyaminosäuren. Außerdem begegnen wir in dieser Fraktion 
stickstoffhaltigen und stickstofffreien Säuren, welche grüne, aber 
keine blauen Kupfersalze bilden, mit dem Kupfergehalte von 2,5 %, 
3,5%, und 6,3%, die also ein hohes Molekulargewicht besitzen. Es 
bleibt ein Sirup übrig, der die Hauptmenge der Fraktion „Sirup A“ 
ausmacht, und von Aminosäuren frei ist. Nachdem er aber durch 
18stündiges Kochen mit 25proz. H,SO, gespalten war, konnten wir 
die Gegenwart folgender Substanzen nachweisen. 

L Anhydride mit F. 276° (Phenylalanylgiycinanhydrid) und mit 
PF. 269° (Leucylvalinanhydrid). 

2. Aminosäuren: Leucin, Valin, Butalanin, Glykokoll, Prolin. 

3. Stickstofffreie Säuren: Bernsteinsäure, Suberinsäure, Dodeka- 
dicarbonsäure: COOH—(CH,)o—CO OH. 

4. Eine Anzahl von Diamino- eventuell Oxyaminosäuren, welche 
grüne Kupfersalze geben und deren Natur noch ungeklärt ist. 

5. Sirup, welcher keine Aminosäuren mehr enthält (Sirup A TI). 
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Dieser Sirup AII wurde nochmals mit 20proz. H,SO, acht 
Stunden lang gekocht. Jetzt konnte man folgende Spaltungsprodukte 
nachweisen: 

l. Aminoundekadicarbonsäure: COOH—(CH,);,—CH.NH,-COOH. 

2. Aminothioessigsäure. 

3. Eine Anzahl stickstofffreier Säuren. 

Die Hauptmenge des Sirups A bestand aus anhydridartigen Sub- 
stanzen, welche anscheinend sehr resistent gegen die kochenden 
Säuren sind. Sie sind viel komplexer gebaut als die einfachen An- 
hydride, welche von ihnen herstammen, eventuell abgesprengt werden 
können. | 

Einfache Anhydride, Verbindungen mit einem einzigen Diketo- 
piperazin- eventuell Peptinringe, spalten sich durch kochende Säuren 
unter Bildung von Aminosäuren. Aber parallel kommt auch eine 
Desaminierung zustande, welche in erster Linie Aminodicarbonsäuren 
und J)iaminosäuren betrifft. Diaminosäuren und Oxyaminosäuren 
können auch unmittelbar durch unvollständige Sprengung und Oxy- 
dation von Peptinen entstehen. 

Sirup B, welcher beim Ausschütteln mit Wasser ungelöst bleibt, 
enthält viel Stickstoff und Schwefel. In dieser Fraktion häuft sich 
der gesamte Schwefel des Keratins an. Trotz vieler Mühe ist es bisher 
nicht gelungen, irgendwelche faßbaren Substanzen daraus zu gewinnen. 
Nach dem Kochen des Sirups mit konzentriertem HCl, eventuell mit 
25proz. H,SO,, konnten wir keine Anwesenheit von Aminosäuren 
konstatieren; überhaupt gingen auch nach Hydrolyse nur äußerst 
geringe Mengen des Sirups in Lösung, in welcher man nur Thioessig- 
säure und Spuren von Buttersäure und Valeriansäure nachweisen 
konnte. Die Hauptmasse bleibt, wie zuvor, als ein schwefel- und 
stickstoffhaltiges leichtes Öl zurück. 

Untersuchung des mit Extraktionsmitteln völlig erschöpften Kata- 
Iysats. Nach dem Entfernen von HCl und Einengen bekommt man 
einen Sirup, welcher keine kristallinischen Abscheidungen liefert. Bei 
Behandlung mit Alkohol fällt ein Niederschlag aus, der aus einem 
Gemenge von Aminosäuren besteht, nämlich: Butalanin, Leucin, 
Tyrosin, Phenylalanin, Glykokoll, Alanin, Valin. Außerdem sind hier 
auch einige noch nicht völlig aufgeklärte höhere Aminosäuren vor- . 
handen, unter ihnen z. B. Aminosuberinsäure und Oxydiamino- 
azelainsäure. 

Das Filtrat von diesem aminosäurehaltigen alkoholischen Nieder- 
schlag hinterläßt nach dem Einengen wieder einen Sirup, welcher 
die überwiegende Masse der ganzen Fraktion ausmacht. Dieser Sirup 
ist noch aminosäurehaltig. Behandelt man die wässerige Lösung des 
Sirups mit Cu(OH),, so entsteht eine bläulichgrün gefärbte Lösung, 
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welche nach dem Einengen keine kristallinische Abscheidung gibt, 
sondern nur einen kupferhaltigen Sirup. Löst man diesen Sirup in 
Alkohol und versetzt die Lösung mit drei bis vier Volumen Essig- 
äther, so scheidet sich ein blauer Niederschlag ab, welcher sich als 
Leucinkupfer herausgestellt hat. Außerdem können wir auch stick- 
stofffreie Säuren abtrennen, wie z. B. Tetradekadicarbonsäure: COOH 
— (CHA ,—CO OH. 

Nachdem der Sirup auf diese Weise vollständig von Aminosäuren 
und Dicarbonsäuren befreit war, wurde er durch mehrstündiges Kochen 
mit 25proz. H,SO, aufgeschlossen. Es ist auffallend, daß nach dieser 
nochmaligen Hydrolyse des Sirups, der die Hauptmenge der ganzen 
Fraktion ausmachte, keine Aminosäuren angetroffen sind. Man kann 
jedoch eine Anzahl von stickstofffreien Säuren ausscheiden, nämlich: 
Oxalsäure, Propionsäure, Azelainsäure, Undekadicarbonsäure: COOH 
—(CH,)»—COOH, Heptadekadicarbonsäure: COOH — (CH, ),;— COOH. 
Es liegt völlige Desaminierung der hydrolytischen Spaltungsprodukte 
des Sirups vor. 

Auf Grund des jumfangreichen hier vorliegenden Materials über 
die Spaltungsprodukte der Eiweißstoffe, welche bei einer Druck- 
hydrolyse eventuell -Katalyse entstehen, kann man folgende Schluß- 
folgerungen entwickeln: 


l. Die Menge der freien Aminosäuren ist verhältnismäßig. gering 
im Vergleich mit der Menge der Anhydride. Freie Aminosäuren sind 
wahrscheinlich durch Spaltung von im Katalysate in erster Linie 
auftretenden Anhydriden gebildet. 


2. Zwischen 'Anhydriden kann man „einfache“ Anhydride mit 
einem einzigen Peptinring (Diketopiperazinring) und „komplexe“ 
Anhydride mit mehreren Peptinringen (Dipeptine, Polypeptine) 
unterscheiden. Solche Polypeptine kann man als Substanzen be- 
trachten, von welchen die einfachen Anhydride, wie sie bei Katalyse 
der Eiweißstoffe zum Vorschein kommen, abstammen. Polypeptine 
sind im Eiweißmolekül präformiert. 

3. Außer Peptinen und Aminosäuren finden sich unter den 
Spaltungsprodukten des Katalysats höhere Dicarbonsäuren, die durch 
Desaminierung von entsprechenden Diamino- und Aminosäuren ent- 
stehen. Diamino- eventuell Diaminooxysäuren können sich aus An- 
hydriden unmittelbar herleiten. Die Gegenwart von höheren stick- 
stofffreien Säuren ist von dem Standpunkte von Wichtigkeit, daß 
sie die Konstitution einiger komplexer Anhydride näher aufklären 
und die unmittelbare Möglichkeit einer Umwandlung von Eiweiß in 
Fettsäuren, sowie eine Umwandlung von Eiweiß in Zucker durch 
Vermittlung der Polyoxysäuren eröffnen. 
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4. Die Konstitution des Eiweißmoleküls ist demnach keine poly- 
peptidartige, wie es E. Fischer sich vorstellte, sondern wir haben es 
mit einem System von Ringen zu tun, unter welchen die Peptin- 
ringe eine dominierende Stellung einnehmen und durch lange Methylen- 
ketten zusammengehalten werden. Solche Systeme schlagen wir vor 
als Polypeptine zu bezeichnen. Der Wasserstoff der Methylengruppen 
kann durch OH- eventuell NH,-Gruppen substituiert werden oder 
von einem Peptin- eventuell Polypeptinrest, wodurch das Molekül 
beständig weiter kompliziert wird. 


| | | | | 
CH—-CH—CH-— .......... C.OH—C.NH,—CH—CH 
| 


| 
is CO NH 
| | 
NH CO NH co 
| | 
NdH-CH-cH- Tee .CH-CH on-dn 


An die Seitenketten können sich Benzol-, Pyrrolidin-, Imidazol-. 
Indol- und andersartige Ringe anschließen. 

Die eingehendste Untersuchung der Produkte der katalytischen 
Spaltung verschiedenster Eiweißkörper muß man als nächste und 
wichtigste Aufgabe der Eiweißchemie betrachten. 

Zur besseren Trennung und Charakterisierung von Anhydriden 
ist es notwendig, ein gründliches Studium von allerlei Derivaten und 
Umwandlungsprodukten synthetisch dargestellter Anhydride voraus- 
zuschicken, und schließlich die Synthesen von komplexeren Anhydriden, 
von sogenannten Di- und Polypeptinen vorzunehmen; dann kann man 
erfahren, inwieweit auf diesem neuen Wege die Konstitution des 
Eiweißmoleküls aufzuklären ist. 


Ein unstetiger Ionenaustausch zwischen Blutkörperchen 
und EAORDNALDUNSTESIn IS chen steigender Wasserstoffionen- 
konzentration. 


Von 


Christian Kroetz. 
(Aus der Medizinischen Klinik Greifswald.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Straub und Meier!) haben mit der von ihnen angegebenen Methode 
der Titration mit Kohlensäure im Puffergemisch die lIonenwanderungen 
verfolgt, die mit zunehmender H'-Konzentration zwischen Suspen- 
sionsflüssigkeit und Blutkörperchen stattfinden, und haben hierbei 
eine Unstetigkeit dieser Ionenverschiebung festgestellt. Die unter dem 
Einfluß der Ionenwanderung auftretende Reaktionsänderung, die 
zunächst einen stetigen Verlauf nimmt, wird beim Erreichen einer 
bestimmten ge, welche für die im Versuch gewählten Anionen und 
Kationen, für die betreffende Blutart und für die herrschende Tempe- 
ratur weitgehend charakteristisch ist, unstetig und schreitet erst nach 
der Bindung von 1 Mol Säure pro Mol Hämoglobin der Suspensions- 
flüssigkeit in der vorigen stetigen Weise weiter. Die Wichtigkeit dieser 
Feststellungen, die mit der üblichen Auffassung der in Betracht 
kommenden Eiweißkörper als Ampholyte nicht in Einklang zu bringen 
waren und als Ausdruck eines zunächst stetig, dann unstetig verlaufenden 
Entladungsvorgangs gedeutet wurden, ließ es wünschenswert er- 
scheinen, in einem anderen Puffergemisch die mit der Änderung der 
H-Konzentration verbundenen Ionenwanderungen zu verfolgen; in 
den nachstehenden Untersuchungen wurden Phosphatgemische gewählt. 
= Serumfrei gewaschene Blutkörperchen werden in Phosphat- 
puffergemischen verschiedener H'-Konzentration aufgeschwemmt. Die 
Do der anfänglichen Lösungen und der Flüssigkeiten, die nach 15minut- 
lichem Kontakt zwischen Blutkörperchen und Suspensionsmittel durch 
Auszentrifugieren der Blutkörperchen und Abpipettieren der über- 
stehenden Lösung gewonnen werden, wird mit der Indikatorenmethode 
bestimmt (nach Sörensen). Versuchstemperatur 17 bis 18°C. 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918; 98, 205 und 
228, 1919; 111, 45, 1920. 
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Die Anordnung war im einzelnen die folgende. Größere Mengen Rinder- 
blute wurden bei der Schlachtung in Glasgefäßen aufgefangen, sofort durch 
Rühren mit einem Holzstab defibriniert und später durch eine dünne 
Gaze koliert. Abzentrifugieren des Serums, dreimaliges Auswaschen mit 
0,9proz. Kochsalzlösung. Je 0,5 bzw. 1,0 ccm des bis zu annähernder Volum- 
konstanz zentrifugierten Blutkörperchenbreies wurden mit Mikropipetten 
in je 1,5ccm der Phosphatgemische verschiedener Zu gebracht, welche 
inzwischen in reich gestuften Reihen (meist zwischen py 3,85 und 6,00) 
vorbereitet waren. Zu deren Herstellung wurden für jedes De 10 ocm 
Lösung aus den Stammlösungen jedesmal frisch hergestellt und hiervon 
1,5 ccm mit Mikropipette in kleine Reagenzgläschen von anfangs 5, später 
7mm lichter Weite abgemessen. Als Stammlösungen waren 1/, molare 
Lösungen von H,PO, (aus !/, molarer Lösung von Kahlbaum), von Na,HPO, 
(aus „Natriumphosphat zu Enzymstudien nach Sörensen“ von Kahlbaum) 
sowie von NaH,PO, (durch Mischen gleicher Mol von H,PO, und 
Na,HPO,) hergestellt worden. Der Gefrierpunkt der NaH,PO,-Lösung, 
die in den Gemischen 90 bis 99,9 vom Hundert ausmachte, betrug 4s = — 0,565, 
derjenige der H,PO,-Lösung 4 = — 0,405, derjenige der Na,HPO,- 
Lösung s um — 0,73 (bei der Bestimmung Spuren Ausfällung). Die Ab- 
weichung beider letztgenannter Lösungen von der Blutisotonie konnte 
wegen des geringen Anteils, den sie in den zur Untersuchung verwendeten 
Gemischen ausmachten, vernachlässigt werden. Nach guter Durchmischung 
von Bilutkörperchenbrei und Suspensionsmittel wurden die Gläschen 
15 Minuten stehen gelassen, dann scharf zentrifugiert, hierauf je Leem der 
überstehenden Flüssigkeit mit Mikropipette in die genau kalibrierten oben- 
genannten Reagenzgläschen abgemessen. In ebensolche Gläschen sind 
inzwischen aus den Sörensenschen Meßpufferlösungen!) und nach den 
Sörensenschen Kurven reich gestufte Reihen verschiedener, bekannter Py 
(Abstand der pu 0,1 bis 0,05), je 1 ccm Gemisch mit Mikropipetten her- 
gestellt, frisch zubereitet worden. Es erfolgt die Messung der p, unter 
Anwendung der von Sörensen angegebenen Indikatoren; die Reaktions- 
bestimmung in den Endlösungen geschah nur mit Methylrot. 

Die Durchführung der Versuche, insbesondere die genaue Messung 
der pg, war durch die Fehlerbreite der Indikatorenmethode sowie durch 
fast unvermeidbare Spuren von Hämolyse in den abpipettierten Suspen- 
sionsflüssigkeiten erschwert; die Versuche ergaben aber, daß trotz der 
methodischen Mängel der angewendeten p,-Bestimmung gerade an den 
wesentlichen Punkten der ermittelten Kurven einwandfreie Ergebnisse 
erreichbar waren. Durch die dichte Setzung der Gläschen waren die Py- 
Werte in den Endflüssigkeiten meist nur um Py 0,02 bis 0,05 voneinander 
entfernt, so daß gerade Folge und Stufung der End-p, mit recht großer 
Schärfe ablesbar war. Besonders für die in der zu berichtenden Unstetigkeit 
gelegenen Gläschen konnte mit Sicherheit die gleiche pu festgestellt werden. 
Voraussetzung freilich war möglichstes Fehlen auch nur spurweiser Hämo- 
lyse in den Endflüssigkeiten. Alle Punkte und Kurven, die an deutlich 
hellgelb verfärbten Endflüssigkeiten ermittelt waren, blieben bei der Aus- 
wertung unberücksichtigt, auch wenn sie dem in einwandfreien Versuchen 
gefundenen Kurvenverlauf folgten. So schied nachträglich eine große 
Anzahl von Kurven aus. Zwischen py 6,10 und 7,00 mußte auf die Aufnahme 
von Kurven verzichtet werden, weil die sehr zarten Farbstufungen der in 


1) Sörensen, Ergebn. d. Physiol. 12, 393, 1912. 
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diesem Bereich von Sörensen angegebenen Indikatoren so geringe Unter- 
schiede der Du, wie sie in diesen Versuchen in Betracht kamen, nicht ab- 
zulesen gestatteten. 

Die Versuchsprotokolle sind im Anhang wiedergegeben. 

Im ganzen untersuchten Te Bereich wird durch den zwischen 
Blutkörperchen und Dispersionsmittel ablaufenden Ionenaustausch 
der Säuregrad des Dispersionsmittels abgeschwächt. Die End-p,. 
nach erfolgtem Austausch abgelesen, ist höher (basischer) als die An- 
fangs-p; (Abb. 1). In der Abbildung sind auf der Abszisse die Anfangs- 
werte der Pp, auf der Ordinate die Endwerte der Py abgetragen. Eine 
im linken Teil des Koordinatensystems eingezeichnete Gerade verbindet 
die in den Versuchen gewählten Anfangswerte der p,,. Die rechts von 


6,20 , 460 420 





Abb, 1. 


ihr verlaufenden Kurven sind durch die im Versuch ermittelten 
Endwerte der Py gelegt. Aus dem verschiedenen Abstand der Kurven 
von der Geraden ist ersichtlich, daß die Reaktionsverschiebung in 
den einzelnen Versuchen wechselnd stark ist; sie ist abhängig vom 
Mengenverhältnis der Blutkörperchen und des Dispersionsmittels zu- 
einander sowie von der herrschenden Ionenadsorption an die Ober- 
fläche der verwendeten Blutzellen. Mit zunehmender Zahl der Blut- 
körperchen wächst für ein bestimmtes Anfangs-p,; die zugehörige 
Abnahme des End-p,,, wie dies aus den Kurven 8 und 8a hervorgeht, 
deren Versuchsanordnung sich nur durch eine doppelte Menge Erythro- 
zytenbreies in 8 gegenüber 8a unterscheidet. Kleinere Unterschiede 
kommen auch bei Zugabe gleicher Mengen Körperchenbreies dadurch 
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zwischen den einzelnen Versuchen zustande, daß der Grad der Ab- 
trennung der Waschflüssigkeit wechselt. Die verschiedene Ionen- 
adsorption der verwendeten Blutkörperchen ist, für eine bestimmte 
Tierart, vorwiegend von der CO,-Spannung abhängig, bei der Körper- 
chen und Serum getrennt werden. Deren durch wechselnde Anteile 
arteriellen und venösen Blutes bedingtes Schwanken äußerte sich schon 
in verschiedener Färbung der einzelnen Blute. 

In besonders darauf gerichteten Versuchen wurde der Einfluß 
größerer Unterschiede der CO,-Spannung bzw. der O,-Spannung des 
Blutes verfolgt, hervorgerufen durch längere Vorbehandlung des be- 
treffenden Blutes mit CO, bzw. O,. . Es zeigte sich dabei in den mit 
CO, geschüttelten Blutproben eine erhebliche Verminderung des Aus- 
maßes der ablaufenden Reaktionsveränderung, so daß die entsprechenden 
Kurven 7b und 8c auf der alkalischen Seite der Kurvenschar in Abb. 1 
gelegen sind. Der Unterschied gegenüber der Kurvenlage des zuge- 
hörigen gewöhnlich vorbehandelten Blutes (Kurve 7 und 8) ist sehr 
deutlich. Im entgegengesetzten Sinn beeinflußt, nach der sauren Seite 
der Kurvenschar verschoben, erweist sich das mit O, durchströmte 
Blut, dessen Reaktionsveränderung ein besonders großes Ausmaß 
erreicht und durch Kurve 7a dargetan wird. 

Innerhalb ein und desselben Versuchs sind hingegen alle be- 
sprochenen Faktoren konstant. Trotzdem ist in den Versuchen 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7,8, 8a (die Kurvenbenennung in den Abbildungen entspricht 
derjenigen in den Protokollen) der Kurvenverlauf kein stetiger. Im 
Versuch 4 gehört z. B. den wenig sauren Anfangswerten der py zwischen 
5,80 und 5,50 eine gleichmäßige Erhöhung der End-p, von 5,97 bis 
nach 5,80 zu. Nach dem Erreichen der letzteren py aber tritt zunächst 
keine weitere Zunahme der End-p, auf, obwohl die Anfangsreaktion 
gleichmäßig fortschreitend auf p, 5,45 und 5,36 herabgesetzt wurde. 
Dann aber bei weiterschreitender Säuerung der Anfangsreaktion erfolgt 
wieder eine stetig fortschreitende Änderung der End. pe nach 5,60 und 
5,45 hin. Die Unstetigkeit der Kurve liegt in vier Versuchen bei 5,80, 
in je zwei Versuchen bei 5,78 und 5,82, bewegt sich also innerhalb der 
von Sörensen angegebenen Fehlerbreite der Indikatorenmethode um 
5,80 pe. Es sei hier nochmals betont, daß diesem methodisch gegebenen 
Schwanken der absoluten Werte keine ebensolche Streuung der rela- 
tiven Py- Werte der im Kurvenknick gelegenen Gläschen untereinander 
entsprach. Ihr p,, untereinander war gleich; dabei veranlaßte gerade 
die Subjektivität der Ablesung zu sehr kritischer Einstellung bei der 
Bewertung der Farbengleichheit; nur dann, wenn bei mehreren Ab- 
lesungen sich der Eindruck der Farbengleichheit wiederholte, wurde 
ein gleiches Ge angenommen. Durch die Zahl der Beobachtungen, 
durch Doppelbestimmungen (Versuch 6) und durch Parallelversuche 
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(8 und 8a) erscheint der beschriebene unstetige Kurvenverlauf gesichert. 
Freilich stehen diesen acht Versuchen fünf andere gegenüber, in denen 
keine Unstetigkeit gefunden wurde. In den Protokollen sind sie durch 
Nr.9 und 10 vertreten, in den Abbildungen durch Kurve 9. 

| Die Frage, warum der Kurvenknick in einer Minderzahl von Ver- 
suchen ausblieb, war Gegenstand besonderer Nachforschungen. Da 
die in Betracht kommenden fünf stetig verlaufenden Kurven ziemlich 
nahe um Kurve 1 liegen, konnte das von vornherein wenig wahr- 
scheinliche Vorliegen etwaiger starker Abweichungen der herrschenden 
Ionenadsorption bei Versuchsbeginn abgelehnt werden. Die Kurven 
der Reaktionsänderung von Blutproben, die längere Zeit mit O, bzw. 
CO, behandelt worden waren, zeigen die besprochene extreme Lage 
auf der sauren bzw. auf der alkalischen Seite der Kurvenschar der 
Abb. 1 (Kurve 7a bzw. Kurven 8c und 7b). Hingegen ergab sich für 
die Vermutung, es sei das Ausbleiben des Kurvenknicks auf stärkere 
mechanische Schädigungen der Blutkörperchen beim Defibrinieren 
zurückzuführen, eine gewisse Unterlage; wurde in einem Parallel- 
versuch eine Blutprobe 30 Minuten lang mit Glasperlen geschüttelt 
und dann wie sonst gewaschen und weiter behandelt, so verlief diese 
Kurve ohne Unstetigkeit, während das zugehörige gewöhnlich ver- 
arbeitete Blut ihn an normaler Stelle zeigte (Versuch 8b bzw. 8 und 8a). 
Leider waren im Versuch 8 die Anfangswerte des py nicht genügend 
weit nach der sauren Seite ausgedehnt, so daß nur die erste Hälfte 
des Knicks dargestellt ist. Daß die Unstetigkeit in dem unbeeinflußten 
Blut in typischer Weise vorhanden ist, geht aber weiterhin aus Versuch 
und Kurve 8a hervor, die für eben dieses Blut bei halbem Zellgehalt 
der Suspension gewonnen sind. 

Die Reaktionsverschiebung, die in dem Dispersionsmittel nach 
dem Einbringen der Blutkörperchen stattfindet, ist durch die Ent- 
fernung saurer Valenzen aus dem Dispersionsmittel bedingt. Als Zahl 
der Valenzen ist in den Versuchsprotokollen und in den Abb. 2 und 3 — 
mit Rücksicht darauf, daß die Reaktionsmessungen stets in 1 ccm des 
Suspensionsmittels durchgeführt sind — die um das Zehnfache ver- 
mehrte Menge von Kubikzentimetern einer m/6 Mononatrium- 
phosphatlösung angegeben, die in l ccm eines m/6 Phosphatpuffer- 
gemisches von jeweiliger Ge enthalten ist. Die für p,-Werte unter 
4,40 gebrauchten Zusätze von H,PO, zu NaH,PO, sind doppelt gezählt 
und in der Gesamtzahl der sauren Valenzen zu der Menge des NaH,PO, 
addiert. Trägt man in einem neuen Koordinatensystem (Abb. 2) auf 
der Abszisse die End po, auf der Ordinate die Menge der sauren Va- 
lenzen ab, die in der Anfangsflüssigkeit bei Versuchsbeginn bereit- 
gestellt werden müssen, um in der Suspensionsflüssigkeit nach erfolgtem 
Ionenaustausch die entsprechende (im Versuch gemessene) End-p, zu 
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erzielen, so erhält man eine Kurvenschar wie in Abb. 2. In der Abb. 2 
ist ferner eine durch wiederholte Messungen gewonnene Eichkurve Æ 
eingezeichnet, welche die bei der direkten Herstellung einer jeden 
einzelnen End-p,, benötigten sauren Valenzen anzeigt; ihr Verlauf ist 
von demjenigen der Sörensenschen Meßkurve etwas verschieden, wobei 
offenbar die verschiedene Molarität (hier m/6, Sörensen m/15) sowie 
die Verwendung des primären Natrium- statt des primären Kalium- 
salzes eine Rolle spielt. 
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Abb. 2. 


Aus der Abb. 2 ist für die unstetigen Kurven die plötzliche, sprung- 
hafte Zunahme der bereitzustellenden sauren Valenzen der anfänglichen 
Suspensionsflüssigkeit, wie sie im Knick stattfindet, ohne weiteres 
abzulesen. Nachdem zunächst die steigend zugegebenen sauren Va- 
lenzen eine stetig zunehmende Säuerung der Endreaktion herbeigeführt 
hatten, hält bei pe 5,80 die Reaktionsverschiebung ein; die vorher 
gleichmäßige Adsorption von sauren Valenzen an die Blutkörperchen 
nimmt sprunghaft zu, und erst nach dem Erreichen eines gewissen 
Betrages dieser sprunghaften Mehradsorption werden die darüber 
hinaus zur Verfügung gestellten sauren Valenzen wieder in kleinerem 
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Ausmaße adsorbiert, was sich in der nunmehr stetig weiterschreitenden 
Säuerung der Endreaktion kundgibt. 

In Abb. 2 ist weiterhin zwischen Eichkurve und jeder einzelnen 
Versuchskurve ein längliches nach oben und rechts sich erweiterndes 
Feld zu beobachten. Wenn vereinfachenderweise die sehr verwickelten 
Ionenverschiebungen, welche der Reaktionsverschiebung zugrunde 


Gebundene Valenzen 





liegen, als der Ausdruck einer stattfindenden Umwandlung saurer 
Valenzen des Monophosphats in basische Valenzen des Diphosphats 
angesehen werden dürfen, so entspricht die räumliche Ausdehnung 
des genannten Feldes der Gesamtmenge der in basische umgewandelten 
sauren Valenzen. Der für jeden einzelnen Versuchspunkt einer Kurve 
ablesbare Ordinatenabstand von dem zugehörigen Wert der Eichkurve 
gibt dann die Zahl der in diesem Punkt aus dem Dispersionsmittel 
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verschwundenen, an die Blutkörperchen gebundenen sauren Valenzen 
an. Der wohl ebenfalls ablaufende Austausch von PO,-Ionen der 
Suspensionsflüssigkeit gegen Cl-Ionen der Blutkörperchen ist in diesen 
Versuchen nicht quantitativ verfolgt worden. Entsprechend der 
größeren Dissoziationskonstante der HCl werden die in die Suspensions- 
flüssigkeit übertretenden Cl-Ionen bis zur Absättigung Alkali in Be- 
schlag nehmen, und demgemäß wird die Endreaktion dennoch vor- 
wiegend von dem Verhältnis des primären zum sekundären Phosphat 
innerhalb der Endflüssigkeit abhängig bleiben. 

Werden die aus Abb. 2 abgelesenen Bindungswerte (sie wurden 
in einer Abbildung stark vergrößerten Maßstabes genau bestimmt) 
in einem neuen Koordinatensystem auf der Ordinate, die zugehörigen 
Endwerte der p,, auf der Abszisse abgetragen, so gibt die Abb. 3 einen 
Überblick über die unter obiger vereinfachender Annahme errechneten 
quantitativen Verhältnisse des sich abspielenden Ionenaustausches 
zwischen Körperchen und Suspensionsflüssigkeit. Die Kurven der 
Abb. 3 zeigen die bereits an Hand der Abb. 1 erörterten Unterschiede 
in der Höhenlage. Die Verminderung der Zellzahl in Versuch 8a auf 
etwa die Hälfte der in Versuch 8 verwendeten äußert sich in der wesent- 
lich tieferen Lage der Bindungskurve 8a gegenüber 8. Sehr ausgeprägt 
ist auch der Unterschied der erhöht verlaufenden Kurve des mit O, 
durchströmten Blutes (Kurve 7a gegenüber 7). Sie ist in Zusammenhang 
zu bringen mit der verminderten Adsorption von CO,-Ionen in diesem 
Blute. Da hier die im gewöhnlich vorbehandelten Blut obwaltende 
Konkurrenz von erster Dissoziationsstufe der Kohlensäure mit zweiter 
Dissoziationsstufe der Phosphorsäure zugunsten der letzteren verschoben 
ist, erfolgt eine wesentlich stärkere Bindung saurer Valenzen ` außerdem 
dürfte die Änderung der Alkaliadsorption an die Zelloberfläche eine 
Rolle spielen, welche bei der Verminderung der CO,-Spannung durch 
die zwischen Blutkörperchen und Serum stattfindende Ionenver- 
schiebung auftritt. Außerordentlich gering ist der Ionenaustausch, 
welcher in den mit CO, vorbehandelten Blutproben zwischen Zellen 
und Suspensionsflüssigkeit beobachtet wird (Kurven 7b und 8c gegen- 
über den Kurven des zugehörigen Normalbluts 7 und 8). Erst mit 
zunehmend saurem Py steigt die Bindung saurer Valenzen an, offenbar 
unter dem Einfluß der fortschreitenden Zurückdrängung der ersten 
Dissoziationsstufe der Kohlensäure durch die überhandnehmende erste 
Dissoziationsstufe der Phosphorsäure. In diesen beiden Kurven findet 
sich im verfolgten Bereich kein Knick. 

In den unstetig verlaufenden Kurven 1 bis 8 zeigt die Abb. 3 den 
sehr ausgesprochenen Unterschied gegenüber der stetigen Kurve 9. 

In allen Bindungskurven der Abb. 3 liegen die Punkte etwas mehr 
gestreut als in den entsprechenden Darstellungen der Abb. 1 und 2. 
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Der Grund ist einmal in ihrer indirekten Gewinnung, die sich wesentlich 
auf der empirisch ermittelten Eichungskurve Æ der Abb. 2 aufbaut, 
zum andern und wohl wesentlichen Teil in dem Umstande zu finden, 
daß sie unter vereinfachender Annahme konstruiert sind und so zwar 
ein gutes Vergleichsbild der Bindungsverhältnisse in den einzelnen 
Versuchen untereinander, weniger aber eine absolute Darstellung der 
ablaufenden Adsorptionsvorgänge geben können. 

Gefunden wurde somit in den berichteten Versuchen eine Unstetig- 
keit der Reaktionsänderung, die in der Suspensionsflüssigkeit als Folge 
der zwischen Blutkörperchen und Phosphatgemischen stattfindenden 
Ionenwanderung auftritt (Abb. 1). Gefunden wurde ferner eine unstetige 
Zunahme der sauren Valenzen, die in der Anfangsflüssigkeit bereit- 
gestellt werden müssen, um ein bestimmtes End-p,, zu erzielen (Abb. 2). 
Erschlossen wurde hieraus eine unstetige Bindung saurer Valenzen 
an die Blutkörperchen (Abb. 3); diese Bindungswerte sind wahrschein- 
lich nur Näherungswerte, da sie unter der vereinfachenden Annahme 
bestimmt wurden, daß die Reaktionsverschiebung als der Ausdruck 
einer alleinigen Umwandlung saurer Valenzen des Monophosphats in 
basische Valenzen des Diphosphats angesehen werden kann. Keine 
direkte Auskunft gaben die Versuche über die dringende Frage, ob 
mit der lIonenverschiebung eine Ladungsänderung verbunden sei. 

Treten wir an eine Deutung der vorgelegten Ergebnisse heran, 
so erhebt sich vor allem die Frage, in welchem Zusammenhang die 
gefundene Unstetigkeit des Ionenaustauschs zwischen Blutkörperchen 
und Phosphatpuffergemischen mit der von Straub und Meier!) be- 
schriebenen, eingangs erwähnten Unstetigkeit der Kohlensäurebindungs- 
kurve steht. 

Die Unstetigkeit lag bei dem von Straub und Meier verwendeten 
Verfahren der Titration mit CO, im Puffergemisch bei De 6,67, wenn 
die Blutkörperchen in isotonischer Kochsalzlösung suspendiert waren. 
Das py, bei welchem die Unstetigkeit des Kurvenverlaufs eintritt, ist 
aber nach den Untersuchungen von Straub und Meier vom Elektrolyt- 
gehalt der Suspensionsflüssigkeit, von der Blutart, von der Versuchs- 
temperatur weitgehend abhängig. Alle drei Faktoren liegen in den 
vorliegenden Versuchen anders als in denen von Straub und Meier. 
Durch diese Unterschiede läßt sich die wesentlich saurere Lage der 
Unstetigkeit, bei py 5,80, erklären. Im einzelnen ergibt sich, daß das 
PO,-Ion die Unstetigkeit nach der sauren Seite verschiebt, wie es für 
die CO,-Bindung an ein anderes Kolloid, an das Hämoglobin, Straub 
und Meier?) berichtet haben (Verschiebung von py 7,00 nach De 6,80). 


1) Straub und Ki. Meier, Le 
2) Dieselben, diese Zeitschr. 90, 206. 1918. 
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Der Einfluß eines Kations wurde in Versuch 13 und 14 verfolgt, die 
in Kaliumphosphatpuffergemischen bei sonst gleicher Anordnung 
durchgeführt wurden. Hier liegt die Unstetigkeit bei pu 5,92, also 
um Py 0,12 nach der alkalischen Seite verschoben, um fast den gleichen 
Betrag, den Siraub und Meier in ihrer Versuchsanordnung für das 
K-Ion gefunden haben (pe 0,13). Variation der Blutart (Protokolle 
ll und 12) ergab für das Schwein die Unstetigkeit des Kurvenverlaufs 
bei derselben py wie für das Rind; für den Hammel eine Verschiebung 
um De 0,08 nach der sauren Seite. Der Unterschied stimmt für Rind 
und Hammel genau mit den Versuchsergebnissen von Straub und Meier!) 
überein, während das Schwein in den Versuchen der genannten Autoren 
eine Mittelstellung zwischen Rind und Hammel einnimmt. Diese Ab- 
weichung erklärt sich vielleicht durch den hohen Phosphatgehalt der 
Schweineblutkörperchen. Die Änderung der Versuchstemperatur nach 
den hier verwendeten niedrigeren Graden hin (17 bis 18°C) ist gleich- 
falls im Sinne einer Verschiebung der Unstetigkeit nach der sauren 
Seite hin wirksam. Nicht mehr bei pe 6,67, wie oben angegeben, sondern 
bei pe 6,45 bis 6,55 liegt nach Kl. Meier?) die Unstetigkeit für diesen 
Temperaturgrad in der Versuchsanordnung von Straub und Meier. 

Über den Bindungsgang im Knick der Kurve haben Straub und 
Meier genaue quantitative Angaben gemacht!): pro Mol Hämoglobin 
wird 1 Mol Säure gebunden. In den vorliegenden Versuchen sind nun 
freilich, wie oben erörtert, nur annähernde Bindungswerte unter 
vereinfachender Annahme bestimmbar gewesen. Um so bemerkens- 
werter muß es sein, daß die Größenordnung der im Kurvenknick ge- ` 
bundenen sauren Valenzen durchaus vergleichbar ist mit derjenigen, 
die in der so verschiedenen Versuchsanordnung von Straub und Meier 
festgestellt worden ist. In den Versuchsprotokollen ist für jede der 
unstetigen Kurven der molare Hämoglobingehalt der Blutkörperchen- 
suspension sowie die im Knick gebundene molare Säuremenge errechnet 
worden; für Versuch 1 ist die Durchrechnung im einzelnen wieder- 
gegeben. Bei einem Hämoglobingehalt von 80 bis 100% nach Sahlı 
wurden pro Mol Hb 0,25 bis 0,43 Mol saure Valenzen, bei halbem 
Hb-Gehalt (40 bis 48%, nach Sahli) 0,50 bis 0,57 Mol saure Valenzen 
im Kurvenknick gebunden. Unter Berücksichtigung der von vorn- 
herein gemachten Einschränkung über die quantitative Seite der Dar- 
stellung, unter Berücksichtigung ferner der wesentlich günstigeren 
Austauschbedingungen bei der Aufnahme der Kohlensäurebindungs- ` 
kurven (wenige Kubikzentimeter Blut mit 330 ccm CO,-reichem Gas- 
gemisch 15 Minuten lang elektromotorisch geschüttelt) legt für die 


1) Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 1923. 
2) Kl. Meier, ebendaselbst 188, 67, 1922. 
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vorliegenden Versuche die größere molare Bindung im zellärmeren 
Milieu die Vermutung nahe, der Ionenaustausch sei im Augenblick der 
beginnenden Ausschleuderung der Blutkörperchen noch nicht bis zum 
Maximum seines Ausmaßes fortgeschritten gewesen. Die Abkürzung der 
Versuchsdauer war aber zur Vermeidung der Hämolyse wünschenswert. 

Über den Entladungsvorgang, welcher nach der Hypothese von 
Straub und Meier mit der ablaufenden Ionenverschiebung verbunden 
ist, läßt sich nach den berichteten Versuchen keine direkte Aussage 
machen. Es ist aber in diesem Zusammenhang an Versuche von Coulter!) 
zu erinnern, der an Schafblutkörperchen, die in Rohrzuckerlösungen 
mit zunehmenden HCl-Zusätzen suspendiert waren, die Feststellung 
machte, daß von einem Py 4,70 der Endreaktion an zur weiteren Stei- 
gerung der Endazidität wesentlich größere. Säurezusätze notwendig 
waren, und der in Kataphoreseversuchen für dieselben in Rohrzucker 
suspendierten Schafblutkörperchen den isoelektrischen Punkt bei eben 
diesem Py 4,60 bestimmte. Für das verwendete Phosphatgemisch 
stellt Abb. 2 ein gleiches Verhalten der in der Anfangsflüssigkeit bereit- 
zustellenden sauren Valenzen dar; wir finden eine sprunghafte, plötz- 
liche, erhebliche Bindungszunahme im Kurvenknick und nach dessen 
Durchschreitung eine zunehmende Entfernung der rechten schrägen 
Kurvenschenkel von der flacher werdenden Eichkurve, eine rascher 
als vor dem Knick steigende Bindung weiterer saurer Valenzen. Auf- 
fallend könnte sein, daß in dieser Darstellung der Abb.2 auch die 
Kurve 9 einen leichten Knick bei py 5,80 besitzt. Vielleicht deutet 
dieses Verhalten darauf hin, daß die molare Bindung im Knick durch 
die angenommene Zellschädigung auf Null herabgesunken ist, daß aber 
die Bindung jenseits des Knicks dem gewöhnlichen Gange falgt. Die 
gegenüber Coulter etwas mehr basische Lage des Kurvenknicks ist 
durch die Abweichungen des Suspensionsmittels und der Blutart 
erklärt. Die Bindung im Knick selbst hat Coulter nicht untersucht; 
es kann aber kaum zweifelhaft sein, daß der Knick in der Kurve der 
bei Versuchsbeginn bereitzustellenden sauren Valenzen, welcher bei 
Coulter und in diesen Versuchen gleichartig berichtet wird, dieselbe 
Bedeutung besitzt für beide Versuchsanordnungen, nämlich den ent- 
ladenen Zustand der Blutkörperchen anzeigt. Nur scheinbar besteht 
hierbei eine Unstimmigkeit mit Ergebnissen, die Kozawa?) an Blut- 
körperchen verschiedener Tiere (die Körperchen waren in isotonischen 
Phosphatpuffergemischen, also nahezu gleichartig wie in den vor- 
liegenden Versuchen, suspendiert) in Kataphoreseversuchen über das 
Pr gewonnen hat, bei welchem die Körperchen eben anfangen, ihre 


1) Coulter, ref. Kongr. Zentralbl. f. d. ges. innere Med. 19, 236, 1921. 
2) Kozawa, diese Zeitschr. 60, 146, 1914. 
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Wanderungsrichtung umzukehren; er findet für Rind und Schwein 
ein Umladungs-7,, von 2,67, für den Hammel von 2,77, während nach 
den vorliegenden Versuchen die Entladung bereits bei pe 5,80 eintritt. 
Der Unterschied klärt sich dadurch auf, daß die Kozawaschen py- Werte 
die Anfangs-p,, bedeuten, der hier für Rinderblut gefundene Wert py 5,80 
aber das End-p,, meint. In den vorausgehenden Erörterungen ist aber 
dargelegt worden, daß das bei Versuchsbeginn bereitzustellende Ge 
weitgehend von dem Zellgehalt der Suspensionsflüssigkeit sowie von 
der herrschenden Ionenadsorption abhängig ist. In den in den Proto- 
kollen wiedergegebenen Versuchen schwankt dementsprechend das 
Anfangs-p,, von welchem aus die Entladungs-p,, eben erreicht wird, 
in dem sehr weiten Bereich von Py 3,45 (Versuch 7a mit einem Blut 
extrem verminderter CO-,Spannung) bis Py 5,70 (Versuch 8a mit 
einer Suspension stark verminderten Zellgehalts). Eine gewisse Spanne 
zwischen den pe - Werten Kozawas und den eigenen wird darüber hinaus 
durch den Umstand bedingt, daß bei Kozawa dasjenige Anfangs-?,, 
bestimmt wird, welches die beginnende positive Umladung herbeiführt, 
in den hier berichteten Versuchen aber dasjenige Gebiet der Anfangs-7,,, 
welches die Endreaktion erzeugt, bei der die Entladung der negativ 
geladenen Körperchen vollständig wird. Gerade für den Versuch 7a, 
bei welchem das Ende des Kurvenknicks nicht erreicht wurde, findet 
sich schon für die Mitte des Knicks ein Anfangs-p,, 3,20, so daß für das 
Ende des Knicks, für die völlige Entladung und die einsetzende Um- 
ladung, ein mit dem Kozawaschen Rinderwert fast gleichartiges An- 
fangs-p,, erwartet werden kann. Rückblickend sind wir also berechtigt, 
im Zusammenhang mit den Versuchen von Coulter und Kozawa die 
Behauptung aufzustellen, daß die Unstetigkeit der Säurebindung der 
Blutkörperchen in den Phosphatpuffergemischen mit einem Entladungs- 
vorgang einhergeht. Damit ist ein weiterer Parallelismus der Ergebnisse 
im Phosphatpuffergemisch mit den Kohlensäurebindungskurven von 
Straub und Meier gegeben. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Unstetigkeit im lJonenaustausch zwischen Blut- 
körperchen und Phosphatpuffergemischen steigender H'-Konzentration 
berichtet, die mit der von Straub und Meier gefundenen Unstetigkeit 
derKohlensäurebindungskurve einer Blutkörperchen-Kochsalzsuspension 
weitgehende Gleichartigkeit besitzt und im Einklang steht mit der 
von Straub und Meier für jene Unstetigkeit gegebenen Erklärung. 


Versuchsprotokolle. | 
Als saure Valenzen ist diejenige um das Zehnfache vermehrte Anzahl 
von Kubikzentimetern einer m/6 NaH,PO,-Lösung bezeichnet, welche 
in 1 cem des Dispersionsmittels vorhanden ist. Die sauren Valenzen nachher 
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sind mit Hilfe der Eichkurve Æ in Abbildung 2, die im Text (s. S. 256) 
besprochen wurde, aus der Do des Dispersionsmittels nach erfolgtem Ionen- 
austausch bestimmt worden. Als molarer Hb-Gehalt ist in den Protokollen 
diejenige Menge von Hämoglobinmolen angegeben, welche in der Blut- 
körperchen-Phosphatpuffersuspension (meist 2,5ccm) enthalten sind. Die 
Berechnung ist am Beispiel des Versuchs 1 auseinandergesetzt. Die für 
Du -Werte unter 4,40 verwendeten Zusätze von H,PO, zu NaH,PO, sind 
doppelt gezählt und in der Gesamtzahl der sauren Valenzen zu der Menge 
des NaH,PO, addiert. 


Versuch 1. 1,0 ccm Blutkörperchenbrei zu 1,5 ccm Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahli in der Suspension 84%. 


Dr vorher. . . .... 3,45 4,70 4,92 5,25 5,36 5,45 6,575 
nachher . . . ... 5,70 5,82 5,82 5,82 5,85 65,90 5,96 
saure Valenzen vorher . 10,20 9,90 9,80 9,60 9,50 9,40 9,20 
An E nachher. 9,00 8,75 875 8,75 8,68 8,55 8,375 
vn Val.-Bindung .. 120 1,15 1,05 0,85 0,32 0,85 0,835 


100 proz. Hämoglobinlösung enthält 0,140 g Hämoglobin in 1l ccm. 
Nehmen wir das Molekulargewicht des Hämoglobins zu 16669 g an, so 
wäre eine 100 proz. Hämoglobinlösung nach Sahli 0,0084 molar an Hob. 
Die Bilutkörperchen-Phosphatpuffersuspension besteht aus 2,5 ccm mit 


2,5 84 
84% Hb. Ihr l Hb-Gehalt beträgt also ——. —. 0,0084 Mol 
% molarer a eträgt o 1000 ° 100 o 
1,764 
= le Mol = 17,64 . 10-6 Mol. 
- 700000 ô S 


Gebunden werden 1,15 — 0,85 = 0,3 ccm einer m/6-Lösung, bezogen 


auf 10 ccm. In Mol sind dies E rn Mol. Der Ionenaustausch fand statt 
1,5 
10 
Bindung bezogen ist. In den 2,ö5ccm Suspension sind also gebunden 
10, ua DD rore S E E E Mol: 
1000 10 6 60000 10000 
Versuch 2. 1,0 ccm Blutkörperchenbrei zu 1,5 ccm Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahli 80 9,. 
Py vorher. . 2.2... 3,45 4,40 4,70 4,92 5,10 5,25 5,36 
nachher . . . ... 5,75 6,82 5,382 5,82 5,82 5,86 5,90 
saure Valenzen vorher . 10,20 10,00 9,90 9,80 9,70 9,80 9,50 
We Se nachher. 8,90 8,75 8,75 875 875 865 8,55 
»  Val.-Bindung. . . 1,30 1,25 115 10 09 0,95 0,95 
Molarer Hb-Gehalt der Suspension 16,8. 10-6 Mol. Molare Bindung im 
Knick 7,5. 10-6 Mol. 


Versuch 3. 1,0 cem Blutkörperchenbrei zu 1,5 ccm Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahi 98%. 


mit 1,5 ccm Puffergemisch, also mit dem Teil der Menge, auf die die 





Py vorher. . . . 3,20 3,45 4,40 4,70 4,92 5,25 5,36 5,45 5,575 5,80 
nachher . . . 5,69 5,70 5,80 5,80 5,80 5,85 5,88 5,92 5,98 6,10 
saure Val. vorher . 10,30 10,20 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 9,40 9,20 8,80 
»  » nachher 9,07 9,00 8,80 8,80 8,80 8,68 8,60 8,49 8,30 7,90 


„ Val.-Bindung 1,23 1,20 1,20 1,10 1,00 0,92 0,90 0,91 0,90 0,90 
Molarer Hb-Gehalt der Suspension 20,58. 10% Mol. Molare Bindung 
im Knick 5. 10-6 Mol. 
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Versuch 4. 0,5 com Blutkörperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahlı 48%. 
De vorher. . . . . 3,45 4,70 5,25 5,36 5,45 5,50 5,635 5,70 5,75 5,80 
nachher . . . . 5,45 5,60 5,75 5,80 5,80 5,80 5,87 5,90 5,94 5,97 
saure Val. vorher . . 10,20 9,90 9,60 9,50 9,40 9,30 9,10 9,00 8,90 8,80 
„  »„ nachher . 9,40 9,15 8,90 8,80 8,80 8,80 8,625 8,55 8,43 8,33 
„ Val.-Bindung . 0,80 0,75 0,70 0,70 0,60 0,50 0,475 0,45 0,47 0,47 
Molarer Hb-Gehalt der Suspension 10,08.10% Mol. Molare Bindung 
im Knick 5. 10 Mol. 


Versuch 5. 1,0 cem Blutkörperchenbrei zu 1,5 com Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahlı 96%. 
Pg vorher. ...... 3,45 4,40 4,70 4,92 5,25 5,36 5,575 
nachher . . .... 5,70 5,80 580 580 5,88 5,92 6,00 
saure Valenzen vorher . 10,20 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 9,20 
D A nachher. 9,00 8,80 8,80 8,80 8,60 8,49 8,22 
» Val, Bindung, . . 120 1,20 1,10 1,00 1,00 1,01 0,98 
Molarer Hb-Gehalt 20,16.10-6 Mol. Molare Bindung im Knick 
5,0. 10-6 Mol. 


Versuch 6. (Kalbsblut) 0,85 cem Bilutkörperchenbrei zu 1,35 ccm 
Phosphatgemisch. Hb nach Sakhli 102%. 
Pg vorher. .. . . . . . 3,45 4,40 4,56 4,70 4,92 5,25 5,31 5,36 5,45 
nachher . . . .... 5,70 5,78 5,78 5,78 5,78 5,85 5,88 5,90 5,93 
x (Doppel-Best.) 5,72 5,78 5,78 5,76 5,78 5,85 5,88 5,91 5,95 
saure Valenzen vorher . .10,20 10,00 9,95 9,90 9,80 9,60 9,55 9,50 9,40 
sé e nachher. . 9,00 8,84 8,84 8,84 8,84 8,68 8,60 8,55 8,46 
„ Val.nachh.(Dopp.-B). 8,96 8,84 8,84 8,88 8,84 8,68 8,60 8,42 — 
„ Val.-Bindung. . . . 1,20 1,16 1,11 1,06 0,96 0,92 0,95 0,95 0,94 
is a  (Dopp.-B.) 1,24 1,16 1,11 1,02 0,96 0,92 0,95 0,98 — 
Molarer Hb-Gehalt 15,25. 10% Mol. Molare Bindung im Knick 
4,5. 10-6 Mol. 


Versuch 7. 1,00 ccm Blutkörperchenbrei zu 1,5 ccm Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahli 98%. 


Py vorher . ..... 3,20 3,45 3,85 4,40 4,70 4,92 5,10 5,25 5,36 
nachher . . .. . 5,70 5,74 5,18 5,78 5,78 5,82 5,86 5,90 5,93 
saure Valenzen vorher . 10,30 10,20 10,10 10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 9,50 
Se Se nachher 9,00 8,92 8,84 8,84 8,84 8,75 8,65 8,55 8,46 


„ Val.-Bindung . . 1,30 1,28 1,26 1,16 1,06 1,05 1,05 1,05 1,04 


Molarer Hb-Gehalt 20,16. 10% Mol. Molare Bindung im Knick 
5,0. 10-6 Mol. 


Versuch 7a. Dasselbe Blut wie 7, aber 20 Minuten lang von kräftigem 
0,-Strom durchperlt. 1,00 com Blutkörperchenbrei zu 1,5 ccm Phosphat- 
gemisch. Hb nach Sahli 98%. 


Do vorher ...... 3,20 3,45 3,85 4,70 4,92 5,25 5,36 
nachher. . . .. . 5,78 5,78 5,83 5,90 5,92 5,98 6,00 
saure Valenzen vorher. 10,30 10,20 10,10 9,90 9,80 9,60 9,50 
a Ss nachher 8,84 8,84 8,725 8,55 8,49 8,295 8,22 
vw Val.-Bindung . . 1,46 1,86 1,375 1,35 1,31 1,305 1,28 


Molarer Hb-Gehalt 20,16. 106% Mol. Knick unvollständig. 
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Versuch 7b. Dasselbe Blut wie 7, aber 20 Minuten lang mit sehr 
CO,-reichem Luftgemisch geschüttelt. 1,00 com Blutkörperchenbrei zu 
1,5 ccm Phosphatgemisch. Hb nach Sahi 88%. 


Du vorher. . . . 3,20 3,45 3,85 4,40 4,70 4,92 5,10 5,25 5,36 5,45 
nachher . . . 5,30 5,35 5,40 5,46 5,48 5,50 5,55 5,59 5,62 5,68 
saure Val. vorher . 10,30 10,20 10,10 10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 9,50 9,40 
ge „ nachher 9,55 9,51 9,47 9,38 9,34 9,30 9,25 9,17 9,12 9,03 
vn Val.-Bindung 0,75 0,69 0,63 0,62 0,56 0,50 0,45 0,43 0,38 0,37 


Versuch 8. 1,00 ccm Blutkörperchenbrei zu 1,5 ccm Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahli 84 %. 


Pu vorher. .. . . . 3,85 440 4,70 4,92 5,10 5,25 

nachher . . . . . 580 580 5,84 5,88 5,92 5,95 

saure Valenzen vorher. 10,10 10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 

7 Gs nachher 8,80 8,80 8,70 8,60 8,495 8,40 

vn Val.-Bindung . 1,80 120 1,20 1,20 1,205 1,20 
Molarer Hb-Gehalt 17,64. 10% Mol. Knick unvollständig. 


Versuch 8a. Dasselbe Blut wie in 8. 0,5 ccm Blutkörperchenbrei zu 
1,5 ccm Phosphatgemisch. Hb nach Sahlı 42%. 


De vorher. . . . . 3,85 4,40 4,92 5,25 5,36 5,575 5,635 5,70 5,80 
nachher . . . . 5,35 5,42 5,53 5,63 5,67 580 5,80 5,80 5,87 
saure Val. vorher . 10,10 10,00 9,80 9,60 9,560 9,20 9,10 9,00 8,80 
i „ nachher. 9,51 9,44 9,27 9,105 9,045 8,80 8,80 8,80 8,625 
vn  Val.-Bindung. 0,59 0,56 0,53 0,495 0,455 0,40 0,80 0.20 0,175 
Molarer Hb-Gehalt 8,82. 10% Mol. Bindung im Knick 5,0. 10-6 Mol. 


Versuch 8b. Dasselbe Blut wie in 8 und 8a, aber 30 Minuten lang mit 
Glasperlen geschüttelt. 1,00 ccm Blutkörperchenbrei zu 1,5 ccm Phosphat- 
gemisch. Hb nach Sahlı 84%. 


H 


Do vorher. . . . . . 3,20 3,45 3,85 4,40 4,70 4,92 5,25 
nachher . . . BN? 5,76 5,78 5,83 5,88 5,92 5,98 
saure Valenzen vorher 10,30 10,20 10,10 10,00 9,90 9,80 9,60 
2, = nachher 8,96 8,88 8,84 8,73 8,60 8,495 8,295 
vn  Val.-Bindung . . 1,34 1,32 1,26 1,27 1,30 1,305 1,305 


Versuch 8c. Dasselbe Blut wie in 8 und 8a, aber 20 Minuten mit sehr 
CO,-reichem Gasgemisch geschüttelt. 1,00 ccm Blutkörperchenbrei zu 
1,5 cem Phosphatgemisch. Hb nach Sahi 80%. 


Du vorher . . . . 3,85 4,40 4,70 4,92 5,25 5,36 5,45 5,50 5,575 5,70 
nachher . . . 5,25 5,33 5,38 5,42 5,52 5,58 5,60 5,65 5,70 5,78 
saure Val. vorher . 10,10 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 9,40 9,30 9,20 9,00 
Ge vn nachher 9,60 9,53 9,49 9,44 9,28 9,19 9,15 9,075 9,00 8,84 
»  Val.-Bindung 0,50 0,47 0,41 0,36 0,32 0,31 0,25 0,225 0,20 0,16 


Versuch 9. 1,0 ccm Blutkörperchenbrei zu 1,5 ccm Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahli 100%. 


De vorher. ..... 2,77 298 305 3,13 3,20 3,45 
nachher . . . . . 5,50 6,60 5,63 5,68 5,72 5,78 
saure Valenzen vorher . 10,80 10,60 10,50 10,40 10,30 10,20 
e Se nachher 9,30 9,15 9,105 9,03 8,96 8,84 
» Val Bindung . . 150 1,45 1,395 1,37 1,34 1,36 
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Pu vorher ...... 4,40 492 6,25 5,45 65,575 5,70 
nachher . . . . . 5,85 5,90 5,95 6,00 6,06 6,1l 
saure Valenzen vorher . 10,00 9,80 9,60 9,40 9,20 9,00 
Ge Si nachher 8,68 8,55 8,40 8,22 8,02 7,86 
» Val.-Bindung . . 1,32 125 1,20 1,18 1,18 1,14 


Versuch 10. 1,0 ccm Blutkörperchenbrei zu 1,5 cem Phosphatgemisch. 
Hb nach Sahlı 88%. 
Pa vorher. .. . .°... 345 440 4,70 4,92 5,25 5,36 5,45 
nachher . . . ... 5,70 6,76 5,78 5,80 5,85 5,88 5,90 
saure Valenzen vorher. . 10,20 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 9,40 
ve ie nachher. 9,00 8,88 8,84 8,80 8,68 8,60 8,55 
vw Val.-Bindung. .. 120 1,12 1,06 1,00 0,92 0,90 0,85 
Versuch 11. Schweineblut. 1,0 ccm Bilutkörperchenbrei zu 1,5 ccm 
Phosphatgemisch. Hb nach Sahlı 84%. 
De vorher. . . . . . 3,20 3,45 3,85 4,40 4,70 4,92 5,25 5,36 
nachher . . . . . 5,72 5,77 5,0 580 580 5,84 5,90 5,92 
saure Valenzen vorher. 10,30 10,20 10,10 10,00 9,90 9,80 9,60 9,50 
j Ge nachher 8,96 8,86 8,80 8,80 8,80 8,70 8,55 8,49 
» Val Bindung . . 1,34 1,34 180 120 110 1,10 1,05 1,01 
Molarer Hb-Gehalt 17,64. 10-6 Mol. Molare Bindung im Knick 
5.106 Mol. 


Versuch 12. Hammelblut. 0,85 ccm Blutkörperchenbrei zu 1,35 ccm 
Phosphatgemisch. Hb nach Sahli 100%. 


Du vorher... .... 3,45 4,40 4,92 5,45 
nachher . . . ... 5,60 5,72 572 5,88 
saure Valenzen vorher . 10,20 10,00 9,80 9,40 
a 2 nachher. 9,15 8,96 8,96 8,60 
wn  Val.-Bindung. . . 1,05 1,04 0,84 0,80 
Die Punkte sind zu wenig dicht gesetzt, um über die Bindung im Knick 
eine Aussage zu gestatten. 


Versuch 13. Rinderblut im Puffergemisch aus m/6 H,PO,, KH,PO, 
und K,.HPO,. Die Eichungskurve verlief etwas steiler. Die sauren 
Valenzen sind nach ihr berechnet. 1,00 ccm Blutkörperchenbrei zu 1,5 cem 
Phosphatgemisch. Hb nach Sahlı 80%. 

Pg vorher . . . . . 345 440 4,65 4,90 4,98 5,05 5,18 5,4l 

nachher . . . . . 5,75 5,83 5,88 592 592 592 5,93 6,00 
saure Valenzen vorher 10,20 10,00 9,90 9,380 9,70 9,60 9,50 9,30 
H vn nachher 8,55 8,38 8,27 817 817 817 8,10 7,95 
» Val.-Bindung . 1,65 1,62 1,63 168 158 148 1,40 1,36 

Molarer Hb-Gehalt 16,8. 10-6 Mol. Molare Bindung im Knick 
5,0. 10— Mol. 


Versuch 14. Rinderblut im Kaliumphosphatpuffergemisch. 0,85 ccm 
Blutkörperchenbrei zu 1,35 com Phosphatgemisch. Hb nach Sahlı 82%. 


Pa vorher. . .». . 2... 3,45 4,40 4,65 4,90 4,98 5,05 5,18 
nachher . . . .... 5,80 5,88 592 592 59 5,94 5,96 
saure Valenzen vorher. . . 10,20 10,00 9,90 9,80 9,70 9,60 9,50 
i e nachher . . 8,45 8,27 817 817 817 812 8,07 
„ Val.-Bindung. . . . 175 173 173 168 158 1,48 1,43 


Molarer Hb-Gehalt 14,28. 10-% Mol. Molare Bindung im Knick 
45. 10-9 Mol. 


Über die antikatalytische Wirkung der Blausäure. 
Von 
Otto Warburg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 2. Januar 1923.) 


Die vorliegende Arbeit bildet die Fortsetzung einer Untersuchung 
über die „Physikalische Chemie der Zellatmung‘‘!) und zerfällt in 
folgende Abschnitte: 


L Wirkung der Blausäure auf die Verbrennung von Leucin 
und Oxalsäure an Blutkohle. 
II. Wirkung der Blausäure auf Kohlepräparate verschiedenen 
Eisengehalts. 
III. Bindung des Sauerstoffs durch verschiedene Kohlepräparate. 
IV. Wirkungsweise der Blausäure. 
V. H. Wielands Theorien. 
VI. Beschreibung der Versuche. 


I. 

Die Wirkung der Blausäure auf die Cystinoxydation an Blut- 
kohle ist als eine Wirkung auf den Katalysator, die Blutkohle, auf- 
gefaßt worden?). Daß diese Auffassung richtig ist — daß es sich 
also nicht um eine Reaktion mit dem Substrat, etwa Cystinschwefel, 
handelt — ergibt sich aus den folgenden Versuchen, in denen Cystin 
durch Leucin und Oxalsäure ersetzt wurde und in denen analoge 
Erscheinungen auftraten, wie im Falle der Cystinoxydation. 

Die Versuche wurden so angestellt, daß Kohle in Lösungen von 
Leucin und Blausäure, von Oxalsäure und Blausäure eingetragen 
und einerseits die Adsorption, andererseits die Geschwindigkeit der 
Sauerstoffaufnahme gemessen wurde. Die adsorbierten Mengen an 
Leucin, Oxalsäure und Blausäure zu Beginn eines Oxydations- 
versuchs waren so in jedem Falle bekannt und konnten, falls die 
Zeiten nicht zulange waren, während der ÖOxydationsmessungen 
als konstant betrachtet werden. 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921. 
2) Derselbe, ebendaselbst ; Zeitschr. f. Elektrochem. 1922, S. 70. 
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Die Versuche, die unter Nr.1 und Nr. 2 im Abschnitt VI näher 
beschrieben sind, ergaben folgendes: Blausäure hemmt die Oxydation 
von Leucin und Oxalsäure an Blutkohle, ohne daß die adsorbierte 
Menge beider Stoffe merklich abnimmt. Wir finden eine Hemmung 
der Leucinoxydation um 56%, wenn die Blausäurekonzentration in 
der Lösung etwa n/10000, um 97%, wenn die Blausäurekonzentration in 
der Lösung etwa n/1000 ist. Im ersten Falle kommt an der Oberfläche 
auf 400 Moleküle Leucin 1 Molekül Blausäure, im zweiten Falle auf 
75 Moleküle Leucin 1 Molekül Blausäure. Wir finden eine Hemmung 
der Oxalsäureoxydation um 63%, wenn die Blausäurekonzentration 
in der Lösung etwa n/10000, um 80%, wenn die Blausäurekonzen- 
tration in der Lösung etwa n/1000 ist. Im ersten Falle kommt an 
der Oberfläche auf 120 Moleküle Oxalsäure 1 Molekül Blausäure, im 
zweiten Falle auf 68 Moleküle Oxalsäure 1 Molekül Blausäure. 

Es erscheint mir nicht möglich, diese Tatsachen anders zu er- 
klären, als daß an der Blutkohle katalytisch wirksame und katalytisch 
unwirksame Bezirke existieren. 


I. 

Die früher entwickelte Theorie, nach der die katalytisch wirk- 
samen Bezirke der Blutkohle die schwermetallhaltigen Bezirke sind), 
erhält durch folgende Versuche eine festere Stütze: l 

Erhitzt man Blutkohle im Bombenrohr mit konzentrierter Salz- 
säure, so wird ein Teil des Schwermetalls aus der Kohle heraus- 
gelöst. Die zurückbleibende schwermetallärmere Kohle adsorbiert 
Leuein, Oxalsäure und Blausäure noch gut. Leucin und Oxalsäure 
verbrennen an ihrer Oberfläche, doch wird dieser Vorgang durch Blau- 
sure erheblich weniger gehemmt, als an der Oberfläche der nichtextra- 
hierten Blutkohle. 

Andererseits kann man aus kristallisierttem Rohrzucker Kohle 
herstellen, die im wesentlichen reiner Kohlenstoff und im besonderen 
fast frei von Schwermetall ist. Derartige Präparate adsorbieren 
Leucin, Oxalsäure und Blausäure gut. Leucin und Oxalsäure ver- 
brennen an ihrer Oberfläche, doch wird diese Oxydation durch Blausäure 
nicht spezifisch?) gehemmt. 

Eine kleine Tabelle mag diese Verhältnisse illustrieren. Mit v 
ist der nach 60 Minuten beobachtete Sauerstoffverbrauch in der blau- 
säurefreien Kontrolle bezeichnet, mit v, der Sauerstoffverbrauch unter 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921; Zeitchr. f. Elektrochem. 
1922, S. 70. 

2) „Spezifisch‘‘ nennen wir eine Hemmung, bei der die Menge an 
adsorbiertem Brennstoff — in diesem Falle an Leucin oder an Oxalsäure 
— nicht merklich vermindert ist. 
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sonst gleichen Bedingungen bei Gegenwart von Blausäure. Die adsor- 
bierte Blausäuremenge ist — worauf besonders hingewiesen sei — in 
allen Fällen gemessen und praktisch gleich gefunden worden. 

















Kohlepraparat l | mg Fe : g Kohle | a ee 

Blutkohle | | 

(Versuch lu. 2, Abschnitt VI) . ` 2,0 EH 5 
Blutkohle, extrahiert | 

(Versuch 3 u. 4, Abschnitt VI) . | 0,4 7 2 
Zuckerkohle 

(Versuch 5 u. 6, Abschnitt VI) . | 0,02 Lë ` 1 
Zuckerkohle | 

(Versuch 7 v. 8, Abschnitt VI) . 0,005 EE | l 


HI. 

Fein verteilter, in Wasser suspendierter Kohlenstoff bindet Sauer- 
stoff, wie Platinmetall, und gibt den gebundenen Sauerstoff beim 
Erhitzen als Sauerstoff, nach manchen Autoren in Kohlensäure, 
wieder ab. In ausgesprochenem Maße hatte unsere aus Rohrzucker 
hergestellte Kohle die Eigenschaft, in Wasser suspendiert, Sauerstoff 
zu binden. Selbst bei tagelangem Durchleiten von Sauerstoff durch 
eine bei 38° gehaltene Suspension hörte die Sauerstoffabsorption nicht 
völlig auf; sie wurde allmählich langsamer, stieg jedoch fast wieder 
auf ihren Anfangswert, wenn die Kohle gekocht und getrocknet wurde. 

Blutkohle dagegen bindet, in Wasser suspendiert, nur sehr ge- 
ringe Mengen Sauerstoff. Wird sie jedoch im Bombenrohr mit Salz- 
säure erhitzt, dann säurefrei gewaschen und in Wasser suspendiert, 
so nimmt sie Sauerstoff mit ähnlicher Geschwindigkeit auf wie Zucker- 
kohle. (Versuch 9, Abschnitt VI.) 

Offenbar ist in der Blutkohle — die bis zu 10%, Asche ent- 
hält!) — der Kohlenstoff durch Salze vor Selbstoxydation geschützt. 
Säure in der Hitze entfernt diese Salze teilweise und legt Kohlen- 
stoff der Blutkohle frei. Es tritt dann zu der katalytischen Wirkung 
des Schwermetalls eine katalytische Wirkung des Kohlenstoffs, zu 
einer durch Blausäure hemmbaren Wirkung eine durch Blausäure 
nicht hemmbare Wirkung. 

Das beiden Katalysen Gemeinsame ist vermutlich nichts anderes 
als die Bindung — und damit die Aktivierung — des molekularen 
Sauerstoffs, sei es an Kohlenstoff, sei es an Schwermetall. Daß 
Aminosäuren gegenüber aktiviertem Sauerstoff besonders empfindlich 


1) Insbesondere fanden wir in unserem Präparat neben 0,2%, Eisen 
etwa 9%, Kieselsäure. 
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sind, kann man zeigen, wenn man Leucin und Wasserstoffsuperoxyd 
— in verdünnter wässeriger Lösung, bei schwach alkalischer Reaktion 
und bei Zimmertemperatur — zusammenbringt. Das Leucin wird 
dann unter Desamidierung oxydiert (für den Eintritt der Reaktion 
scheint nach Versuchen von Dr. Rudolf Mayer nicht, wie man bisher 
wohl glaubte, die Anwesenheit eines Katalysators erforderlich zu sein). 
Denkt man sich also den an Kohlenstoff oder an Schwermetall ge- 
bundenen Sauerstoff in ähnlicher Weise aktiviert wie im Wasserstoff- 
superoxyd, so ist das Verhalten der Aminosäuren an Kohle auf 
bekannte chemische Vorgänge zurückgeführt. 


IV. 


Die entwickelte Auffassung führt zu einer präziseren Vorstellung 
über die Wirkungsweise der Blausäure. Blausäure hemmt, indem sie 
sich an das Schwermetall anlagert und dadurch die Bindung des 
Sauerstoffs an den Katalysator verhindert. 


vV. 


Ich möchte an dieser Stelle mit einigen Worten auf Theorien 
eingehen, die H. Wieland!) in den letzten Jahren über die Zellatmung 
veröffentlicht hat. Wieland geht weniger von den Tatsachen aus, die 
an atmenden Zellen gefunden worden sind, als von gewissen Vor- 
stellungen, die er sich über den Oxydationsverlauf organischer Mole- 
küle gebildet hat. Er glaubt nun, daß die Auffassung der Atmung 
als einer Eisenkatalyse mit seinen Vorstellungen in Widerspruch 
stehe, und Jehnt deshalb die genannte Auffassung ab. Dies geschieht 
in einer Form, die irreführt, und gegen die Einspruch erhoben 
werden muß. 


Die Theorie über die Rolle des Eisens in der Zellatmung beruht 
auf der hundertfältig erhärteten Tatsache, daß lebende Zellen eine 
kleine Menge Eisen als lebenswichtigen Bestandteil enthalten, sowie 
auf der Tatsache, daß es gelungen ist, durch Vermehrung des Eisen- 
gehalts einer Zelle die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme in 
dem Maße zu steigern, als der natürliche Eisengehalt vermehrt wurde. 
Beide Tatsachen werden von Wieland verschwiegen. Statt dessen 
gibt er als Fundament der Theorie den ‚problematischen‘ ‚Eisengehalt 
der Fermente“ aus?) und führt als Argument gegen die Theorie an, 
daB ein aus Meerrettichwurzeln gewonnener Stoff, der die Reaktion 


1) H. Wieland, Ergebn.d. Physiol. 20, 477, 1922; Der d d chem. Ges. 
65, 3639, 1922. 
2) Ergebn. d. Physiolog., 1. c., S. 502. 
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zwischen Wasserstoffsuperoxyd und Pyrogallussäure beschleunigt, 
wahrscheinlich eisenfrei sei. Indessen kann dieser Umstand ebenso- 
wenig als Argument gegen die Theorie verwertet werden als der Um- 
stand, daß irgend ein anderer Stoff eisenfrei ist. — 

Da Wieland die katalytische Funktion des Eisens leugnet, so 
muß er auch die Theorie der Blausäurewirkung ablehnen. Er tut 
dies, indem er — im Anschluß an O. Loew — eine eigene Theorie ent- 
wickelt !). Wieland nimmt an, daß in dem Atmungsvorgang Wasser- 
stoffsuperoxyd entsteht, erlaubt jedoch diesem Oxydationsmittel nicht, 
daß es sich als solches in der Zelle betätigt, sondern läßt es durch 
„Katalase‘‘ in Wasser und Sauerstoff gespalten werden. Die Wirkung 
der Blausäure kesteht nun nicht in einer Wirkung auf das ‚Atmungs- 
enzym‘, sondern in einer hemmenden Wirkung auf die Katalase, 
und erst durch das sich anhäufende giftige Wasserstoffsuperoxyd leidet 
die Zellatmung. 

Was erklärt werden soll — die Wirkungsweise der Blausäure — 
wird hier zurückgeführt auf einen Komplex unklarer Dinge, wie 
„Atmungsenzym‘“, „Vergiftung“ und ‚Leiden‘. Was an der Theorie 
klar und faßbar ist, ist falsch. Der respiratorische Quotient im Zu- 
stand der Blausäurehemmung zeigt nicht die von der Theorie verlangte 
Anomalie, daß mehr Sauerstoff verbraucht wird, als zur vollständigen 
Oxydation der verbrennenden Stoffe erforderlich ist. — 

Vergebens suche ich nach einem sachlichen Grunde, aus dem 
heraus Wieland die einfachen und naheliegenden Deutungen der 
Phänomene ablehnt. Wir wissen, daß Schwermetalle oxydations- 
katalytisch wirken können (beispielsweise Kupfer bei der Sulfit- 
oxydation, Kupfer bei der Cysteinoxydation). Wir wissen, daß 
Schwermetalle den Zerfall des Wasserstoffsuperoxyds beschleunigen 
können (beispielsweise Eisensalze, Platin). Wir wissen, daß Blausäure 
Schwermetallkatalysen hemmen kann (beispielsweise die Kupfer- 
katalyse des Sulfits, die Kupferkatalyse des Cysteins, die Platin- 
katalyse des Weasserstoffsuperoxyds). Wir wissen schließlich, daß 
lebende Zellen Schwermetall als lebenswichtigen Bestandteil enthalten, 
und daß sowohl die Oxydation, als auch die Wasserstoffsuperoxyd- 
zersetzung in lebenden Zellen durch Blausäure gehemmt werden. 

Selbst wenn die Versuche an Kohle und die Versuche am Seeigelei 
nicht 'vorlägen, so würde die Reihe der aufgezählten Tatsachen 
die Auffassung schon hinreichend begründen, daß Atmung und 
Wasserstoffsuperoxydzersetzung in lebenden Zellen Schwermetall- 
katalysen sind, und daß die Blausäurewirkung in lebenden Zellen 
eine Antikatalyse in bezug auf Schwermetall ist. — 


1) Chem. Ber., Le, S. 3647. 
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Soviel über einige spezielle Punkte der Wielandschen Schriften. 
Was Wielands Ausführungen im allgemeinen anbetrifft, so erscheint 
es mir nicht mehr zeitgemäß, den alten Streit Hoppe-Seylers und 
Moritz Traubes, ob in der Atmung die Sauerstoffaktivierung oder die 
Wasserstoffaktivierung das Wesentliche sei, zu erneuern. Wir wissen 
heute, daß die Atmung eine Reaktion an Oberflächen ist. Sowohl 
der Sauerstoff als auch die organischen Moleküle reagieren erst, 
nachdem sie an die Oberflächen der festen Zellbestandteile gebunden 
sind, An feste Oberflächen gebundene Moleküle aber sind im all- 
gemeinen reaktionsfähiger als frei bewegliche Moleküle im Gas- oder 
Lösungsraum. Wir haben also in der Zellatmung eine Reaktion zwischen 
„aktivierten‘‘ organischen Molekülen und zwischen „aktiviertem“ Sauerstoff 
vor uns, und dies gilt ohne jede spezielle Hypothese über die chemische 
Natur des Adsorbens. Wie aber heute niemand mehr darüber diskutiert, 
ob bei der Knallgasreaktion an Glas oder bei der Haber schen Ammo- 
niaksynthese der eine oder der andere Reaktionsteilnenmer ‚‚aktiviert‘“ 
ist, so sollte auch die Zellphysiologie nicht zum Schauplatz über- 
lebter Kämpfe werden. 


VJ. Beschreibung der Versuche. 


Die Messung der Oxydationsgeschwindigkeit geschah in früher be- 
schriebener Weise!) nach der Druckmethode. Im Einsatz der Meßgefäße 
befand sich Kalilauge zur Absorption der entwickelten Kohlensäure. Das 
Gesamtvolumen der Meßgefäße betrug etwa 30 ccm, das Volumen der 
eingefüllten Flüssigkeit ll cem, die Temperatur des Thermostaten war 
37 bis 38%. Unter diesen Bedingungen zeigte L mm Druckabpatime den 
Verbrauch von etwa 1,8ccm Sauerstoff an. 

Die Messung Her Adsorption geschah, indem die verschiedenen Stoffe 
vor Zugabe der Kohle und in den Kohlefiltraten titriert wurden, und zwar 
Leucin nach Sörensens?) Formolmethode mit n/5 Barytlauge, 

Ozxalsäure mit n/10 Kaliumpermanganat, 

Blausäure nach Deniges?) mit n/100 Silbernitrat, wobei zu 100 ccm 
Lösung 2 cem 25proz. Ammoniakflüssigkeit und 0,5ccm 32proz. Jodkali- 
lösung gegeben wurden. Titriert man in hohen Schichten auf schwarzer 
Unterlage, so können nach dieser schönen Methode selbst n/10000 Blau- 
säurelösungen mit hinreichender Genauigkeit gemessen werden. 

Mit x bezeichnen wir nach Freundlich‘) die adsorbierte Substanz- 
menge in Millimolen, mit m die Kohlemenge in Grammen, mit c die 
Konzentration in der Lösung in Molen pro Liter, die mit e Millimolen 
adsorbierter Substanz im Gleichgewicht ist. 


1) O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 110, 72, 1920. 

2) Sörensen, ebendaselbst 7, 45, 1908. 

3) Classen, Theorie u. Praxis d. Maßanalyse, S. 655. Leipzig 1912. 
t) H. Freundlich, Zeitschr. f. physikal. Chem. 57, 385, 1907. 
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Bei Versuchen mit Blausäure muß stets berücksichtigt werden, daß 
sie selbst an der Kohleoberfläche verbrennt!), mit einer Geschwindigkeit, 
die in jeder Tabelle aus den für reine Blausäurelösungen gegebenen 
Zahlen abgelesen werden kann. Dehnt man die Versuche so lange aus, 
bis alle Blausäure verbrannt ist, so ist auch die Wirkung der Blausäure 
verschwunden. Wir haben hier ein lehrreiches und durchsichtiges Beispiel. 
für die „Erholung‘‘ eines Katalysators von der Wirkung eines ‚‚Giftes“. 

Die Herstellung der Zuckerkohle geschah, indem 100 g kristallisierten 
Rohrzuckers, mit 30 g Kaliumkarbonat vermischt, in kleinen Portionen 
in einen schwach glühenden Porzellantiegel eingetragen wurden. Nach 
jedesmaligem ‚Eintragen wurde gewartet, bis die Gasentwicklung schwach 
geworden war, und erst dann weitere Substanz zugefügt. War auf diese 
Weise die gesamte Substanzmenge verkohlt, so wurde mittels eines starken 
Gebläses noch eine halbe Stunde auf Rotglut erhitzt. Dann wurde die 
Masse gepulvert, in einem Quarzkolben mit eisenfreier, in Porzellan- 
flaschen aufbewahrter Salzsäure ausgekocht, schließlich mit metallfreiem 
destillierten Wasser säurefrei gewaschen und bei 120° getrocknet. Die 
Ausbeute betrug etwa 16g Kohle aus 100 g Rohrzucker. 


Extrahiert man nicht mit Salzsäure, sondern mit Wasser, so erhält 
man Präparate, die viel eisenreicher sind. Aber nur ein kleiner Teil 
dieses Eisens ist mit der Kohle fest verbunden, die Hauptmenge ist der 
Kohle beigemengtes Eisen, das nicht katalytisch wirksam ist. 

Die Eisenbestimmung in den Kohlepräparaten geschah in früher be- 
schriebener Weise?) nach der kolometrischen Methode von Lachs und 
Friedenthal?), in der silicathaltigen Blutkohle nach Aufschluß der Asche 
mit Carbonat. i 


Die verwendete Blutkohle war in allen Fällen ‚Carbo medizinalis 
Merck, hochwertig, biologisch geprüft“. 

Versuch 1. (Leucin und Blausäure an Blutkohle) Je 2g Blutkohle 
wurden mit 100 ccm Lösung vermischt. Je 10 ccm der so erhaltenen 
Suspension dienten zur Messung der Oxydationsgeschwindigkeit, der Rest 
zur Messung der Adsorption. 


Adsorptionsmessungen. 
Reine Leucinlösung. 
20 ccm vor Zugabe der Kohle: 5,1l ccm n/5 Barytlauge. 
20 ccm Kohlefiltrat: 3,50 ccm n/5 Barytlauge. 
x/m = 8,6 x 10-1, c = 3,5 x 10-2. 
Gemisch von Leucin und Blausäure. 
20 ccm vor Zugabe der Kohle: 5,12 cem n/5 Barytlauge. 
20 ccm Kohlefiltrat: 3,60 ccm n/5 Barytlauge. 
x/m = 7,6 x 10-1 : 
© = 3/6 x 10.2) Leucin. 
50 ccm vor Zugabe der Kohle: 2,5 ccm n/100 AgNO,. 
50 ccm Kohlefiltrat: 2,0 cem n/100 AgNO,. 
a/m 1,0 x 10-2 e 
H 8.0 x 10) Blausäure. 


"Tarburg, diese Zeitschr. 119, 160, 1921. 
^e, ebendaselbst 119, 163, 1921. 
und Friedenthal, ebendaselbst 82, 130, 1911. 


II 
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Reine Blausäurelösung. 
50 com vor Zugabe der Kohle: 2,4 ccm n/100 AgNO, 
50 ccm Kohlefiltrat: 1,7 ccm n/100 AgNO, 
x/m = 1,4 x 10-2, c = 6,8 x 10%. 


Oxydationsgeschwindigkeit des Leucins. 
38°. Gasraum Luft. 
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Versuch 2. (Oxalsäure und Blausäure an Blutkohle.) Je 2g Blut- 
kohle wurden mit 100 ccm Lösung vermischt. Je 10 ccm der so erhaltenen 
Suspensionen dienten zur Messung der Oxydationsgeschwindigkeit, der 
Rest zur Messung der Adsorption. 


Adsorptionsmessungen. 
Reine Ozxaleäurelösung. 
20 ccm vor Zugabe der Kohle: 3,20 ccm n/10 KMnO,. 


20 ccm Kohlefiltrat: 1,25 ccm n/10 KMnO, 
im = 2,4 x 10-1, c = 3,13 x 10-3. 


Gemisch von Ozxalsäure und Blausäure. 
20 ccm vor Zugabe der Kohle: 3,20 ccm n/10 KMnO, 
20 ccm Kohlefiltrat: 1,20 cem n/10 KMnO, 
zim = 2,5 x 10-1, c = 3,0 x 10-3. 
50 ccm vor Zugabe der Kohle: 3,2 ccm n/100 AgNO,. 
50 cem Kohlefiltrat: 2,67 cem n/100 AgNO, 
z/m = 1,06 x 10-2, c = 1,07 x 10-3. 


Reine Blausäurelösung. 
50 ccm vor Zugabe der Kohle: 3,1 ccm n/100 AgNO,. 
50 ccm Kohlefiltrat: 2,5 com n/100 AgNO,. 
z/lm = 1,2 x 10-2, c = 1,0 x 10-3. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 18 
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Oxydationsgeschwindigkeit der Oxalsäure. 
38°. Gasraum Luft. 
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Versuch 3. (Oxalsäure-Blausäure an mit Säure extrahierter Blut- 
kohle.) Be Blutkohle wurden mit 30 cem konzentrierter Salzsäure im 
Bombenrohr eingeschlossen und 20 Stunden auf 150° erhitzt. Weiter- 
. behandelt wie Zuckerkohle. Zur Eisenbestimmung wurde lg verascht. 
Gefunden 0,4 mg Eisen. 

‘Adsorption der Blausäure: 100 cem Blausäurelösung, 2 g Kohle. 

50 ccm vor Zugabe der Kohle: 2,75 ccm n/100 AgNO,- 
50 ccm Kohlefiltrat: 2,10 ccm AgNO,. 
An lg Kohle: 0,65 ccm AgNO,. 

Ein Vergleich mit Versuch 1 und 2 zeigt, daß das Adsorptionsver- 
mögen gegenüber Blausäure durch die Extraktion nicht merklich abge- 
nommen hat. 


Oxydationsgeschwindigkeit der Oxalsäure. 
38%. Gasraum Luft. 
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Versuch 4. (Leucin-Blausäure an mit Säure extrahierter Blutkohle). 

Zu dem Versuch wurde dasselbe Kohlepräparat benutzt, wie zu Versuch 3. 
Oxydationsgeschwindigkeit des Leucins. 38%. Gasraum Luft. 
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Versuch A (Oxalsäure - Blausäure an Zuckerkohle) Das Kohle- 
präparat enthielt pro Gramm 0,021 mg Eisen. 


Oxydationsgeschwindigkeit der Oxalsäure. 38%. Gasraum Luft. 
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Versuch 6. (Leucin und Blausäure an Zuckerkohle). Zu dem Versuch 
wurde dasselbe Präparat verwendet, wie zu Versuch 5. 








Oxydationsgeschwindigkeit de des Rauch 38%. Gasraum Luft. 
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Versuch 7. (Oxalsäure - Blausäure an Zuckerkohle). -Das Kohlepräparat 
enthielt 0,005 mg Eisen pro Gramm. 
Um die Selbstoxydation zu verlangsamen, war esin Wasser suspendiert, 
16 Stunden bei 38° mit Luft behandelt worden. Es wurde dann, ohne 
es wieder zu trocknen, zum Versuch verwendet. 
Adsorption der Blausäure: 100 com Blausäurelösung, 2g Kohle. 
50 com vor Zugabe der Kohle: 2,8 ccm n/100 AgNO,- 
50 ccm Kohlefiltrat: 1,9 ccm n/100 AgNO, 
An Le Kohle: 0,9 ccm n/100 AgNO, 
Ein Vergleich mit Versuch 1 und 2 zeigt, daß Blausäure ebensogut 
adsorbiert wird, wie von Blutkohle. 
Adsorption der Oxalsäure: 100ccm Oxalsäurelösung, 2 g Kohle. 
20 ccm vor Zugabe der Kohle: 3,1 ccm n/10 KMnO, 
20 ccm Kohlefiltrat: 1,3 ccm n/10 KMnO.. 
An 0,4g Kohle: 1,8ccm n/10 KMnO, 
Ein Vergleich mit Versuch 2 zeigt, daß Oxalsäure ebensogut aasorbiert 
wird, wie von Blutkohle, 
Oxydationsgeschwindigkeit der Oxalsäure.. 38%. Geasraum Luft. 
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Versuch 8. (Leucin-Blausäure an Zuckerkohle). Zum Versuch wurde das- 
selbe (in gleicher Weise vorbehandelte) Präparat verwendet, wie zu Versuch 7. 
Adsorption des Leucins: 100 eem Leucinlösung, 2 g Kohle. 
20 ccm vor Zugabe der Kohle: 5,4 n/5 Barytlauge. 
20 ccm Kohlefiltrat: 4,5 ccm n/5 Barytlauge. 
An 0,4g Kohle: 0,9ccm n/5 Barytlauge. 
Ein Vergleich mit Versuch 1 zeigt, daß Leucin schlechter adsorbiert wird, 
als von Blutkohle (während Blausäure und Oxalsäure, nach Versuch 7, 
von demselben Präparat ebensogut alsorbiert werden, wie von Blutkohle). 
Oxydationsgeschwindigkeit des Leucins. 38%. Gasraum Luft. 
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Versuch 9. (Bindung von Sauerstoff durch verschiedene Kohle- 


38%. Gasraum Luft. 
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Untersuchungen über den Kohlehydratstoffwechsel 
bei der Avitaminose. 


IV. Mitteilung. 


Über die toxische Wirkung intermediärer Stoffwechselprodukte 
nach der Zuführung verschiedener Zuckerarten bei der Avitaminose. 


Von 
J. A. Collazo, Montevideo. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Institute 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1923.) 


In meinen früheren Mitteilungen über den Kohlehydratstoffwechsel 
bei Avitaminose (1) habe ich folgende Tatsachen gefunden: 

l]. Bei allen avitaminös ernährten Tieren tritt ohne. Rücksicht 
auf die Zusammensetzung der vitaminfreien Nahrung zunächst eine 
Hypoglykämie und später eine Hyperglykämie auf. 

2. Eine Glykosurie wird nur ausnahmsweise und in diesen Fällen 
nur in ganz geringem Umfange beobachtet. 

3. Bei der peroralen Zufuhr (d.h. bei der Zufuhr auf der portalen 
Bahn) großer Traubenzuckermengen tritt bei der Avitaminose eine 
sehr starke und protrahierte Hyperglykämie auf; bei der peroralen 
Zufuhr kleiner Traubenzuckermengen beobachtet man nach einer 
kurzen hyperglykämischen Periode eine stärkere protrahierte Hypo- 
glykämie; nach der rektalen, subkutanen, intravenösen Zufuhr, soweit 
diese nicht eine Portalvene benutzt, also ganz allgemein, nach der 
paraportalen Zufuhr großer Traubenzuckermengen wie kleiner Trauben- 
zuckermengen beobachtet man dasselbe. 

4. Bei allen avitaminös ernährten -Tieren besteht ein Glykogen- 
mangel in der Leber und in der Muskulatur, wie überhaupt im ganzen 
Tierkörper;; dabei ist die glykogenbildende Funktion nicht immer voll- 
ständig erloschen, sondern nur stark herabgesetzt. 

Alle diese Versuche wurden, soweit sie sich auf die alimentäre 
Beeinflussung des Blutzuckers erstreckten, mit der Zufuhr von Trauben- 
zucker gemacht. Dabei beobachtete ich nun außer den eben genannten 


P, A. Collazo: Kohlehydratstoffwechsel bei der Avitaminose. IV. 279 


Erscheinungen, daß Tiere, denen im fortgeschrittenen Stadium der 
Avitaminose Traubenzucker in größerer Menge peroral oder intravenös 
zugeführt wurde, etwa 2 bis 24 Stunden nach den großen Trauben- 
zuckergaben an schweren Krankheitssymptomen, wie Erbrechen, 
Atmungsstörungen, Unvermögen zu stehen oder zu fliegen, Zwangs- 
bewegungen und dergleichen mehr erkrankten oder sogar starben. 

Bei den Hunden waren Erbrechen und Unvermögen zu stehen, 
Appetitlosigkeit, Schlafsucht und Atmungsstörungen vorherrschend. 

Bei den Meerschweinchen war das Krankheitsbild durch Atmungs- 
störung und Erschwerung der Lokomotion ausgezeichnet, und die 
Tiere starben regelmäßig. 

Bei den Tauben traten Opistotonus, klonische Zuckungen, Un- 
vermögen zu fliegen, Lähmungserscheinungen an den Beinen, schwan- 
kender Gang auf, und es folgte bald der Tod, oder dieser trat auf, ohne 
daß solche schwereren Funktionsstörungen voraufgegangen waren. 

Bei den Hunden kamen die Krankheitserscheinungen nach der 
Traubenzuckerzufuhr etwa von der 7. Woche der avitaminösen Er- 
nährung (Reis, erhitztes Pferdefleisch, Schweineschmalz, Salzgemisch). 

Bei den Meerschweinchen waren sie etwa von der 3. Woche der 
avitaminösen Ernährung (trockener Hafer und Salzgemisch) an aus- 
lösbar. 

Bei den Tauben konnten sie schon am Ende der 1. Woche der 
avitaminösen Ernährung (Reis und Salzgemisch) erzeugt werden. 

Hierzu ist zu bemerken, daß entsprechende Zuckerzufuhren bei der 
gleichen Tierart bes normaler Ernährung oder im Hungerzustande, nachdem 
die Tiere mindestens eine Woche lang nur Wasser und Salzgemisch er- 
halten hatten, niemals die oben geschilderten Krankheitssymptome oder 
gar den Tod herbeiführten. Ja, es wurde sogar beim Versuch an Tauben 
nichts Derartiges beobachtet, wenn man diesen Kontrolltieren die zehn- 
und zwanzigfache Traubenzuckerdosis gab, wie sie die entsprechenden 
vitaminfrei ernährten Tiere erhalten halten. | 

Funk (2) und Mac Carrison (3), Simpson und Barr (4), Wellman, 
Bass und Eustis (5) hatten bereits früher beobachtet, daß vitaminfrei 
ernährte Tiere, denen man im Futter Zucker zugelegt hatte, früher 
starben, als Kontrolltiere, oder eine Beschleunigung des Beriberiaus- 
bruchs zeigten. Je größer die Zuckerzulage ist, um so eklatanter ist 
der ungünstige Einfluß auf den Verlauf der Avitaminose, finde ich. 

Alles dies gilt nach diesen Autoren wie nach meinen Versuchen 
sowohl für den Traubenzucker, wie für die Stärke, Inulin, Milchzucker, 
Rohrzucker und Dextrin. 

Angesichts aller dieser Erfahrungen kann nicht daran gezweifelt 
werden, daß 1. dauernde Kohlehydratzufuhr bei avitaminöser Ernährung 
ganz allgemein den Ausbruch von Krankheitserscheinungen beschleunigt, 
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wie sie auch sonst im Verlauf der vitaminfreien Ernährung sich allmählich 
entwickeln; daß 2. eine einmalige, außergewöhnliche Zufuhr von Kohle- 
hydraten dieselbe Wirkung in akuterer Form nach sich zieht. 

Man hat durchaus den Eindruck — und darin geht meine An- 
schauung mit derjenigen von Funk konform —, daB gesteigerte Kohle- 
hydratzufuhr die avitaminöse Erkrankung beschleunigt. Die Ursache 
hierfür kann eine doppelte sein: Entweder kann man daran denken, 
daß gerade durch die Kohlehydratzufuhr ein sehr starker Verbrauch 
von noch im Körper vorhandenen Restbeständen von Vitamin statthat, 
und daß deshalb der Vitaminvorrat des Körpers rasch unter das mit der 
Fortdauer des Lebens erträgliche Niveau sinkt, oder aber es könnte im 
vitaminarmen Organismus die Umsetzung der Kohlehydrate zur Ent- 
stehung toxischer Zwischenprodukte Veranlassung geben, und dadurch 
könnte eine Vergiftung des Körpers erzeugt werden. Träfe das Letztere 
zu, dann müßte man allerdings annehmen, daß unter allen Umständen, 
als Folge der vitaminfreien Ernährung schließlich derartige giftige 
intermediäre Stoffwechselprodukte entstehen, und daß die Avita- 
minose immer zu einer Autointoxikation führe. 

Diese Intoxikationstheorie der Avitaminose hat ja bekanntlich 
viele Verfechter gehabt und hat sie noch. Aber man muß doch ihnen 
allen entgegenhalten, daß mit dieser Annahme keinesfalls das eigent- 
liche Wesen der Krankheit definiert wird. Die Autointoxikation kann 
immer nur eine Folge, ein Symptom der Avitaminose sein, aber niemals 
die Avstaminose schlechthin. Käme in ihr das Wesen der avitaminösen 
Störung zum Ausdruck, dann müßte man annehmen, daß die Vitamine 
Paralysatoren für regelmäßig beim normalen Stoffwechsel sich bildende 
Gifte seien, daß die Vitaminwirtung in gewissem Sinne mit der Äther- 
schwefelsäurebildung oder der Harnstoffsynthese aus dem giftigen 
carbaminsauren Ammoniak auf eine Stufe zu stellen sei. 

Der Gesamtkomplex aller avitaminösen Erscheinungen aber kann 
meiner Meinung nach mit einer solchen Hypothese nicht erklärt werden. 
Es deutet vielmehr die @esamisumme der avitaminösen Erscheinungen 
darauf hin, daß bei der Avitaminose, wie Bichel (6) ausgeführt hat, eine 
primäre Störung der Zelleistungen erzeugt wird, und daß dann infolge 
dieser Störung sekundäre Veränderungen in dem Stoffwechsel und damit 
auch in den sogenannien intermediären Stoffwechselprodukten auftreten. 
Hier können nun gewiß toxische Substanzen in die Erscheinung treten. 
Diese Veränderungen des intermediären Stoffwechsels werden sich, 
soweit die organischen Substanzen in Frage kommen, sowohl auf den 
Eiweiß- wie den Fett- und endlich auch auf den Kohlehydratstoff- 
wechsel oder die mit ihnen in mehr indirektem Zusammenhang stehenden 
Stoffwechselvorgänge beziehen. So ist es also durchaus plausibel, 
wenn man zur Erklärung des plötzlichen Ausbruchs schwerer avitami- 
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nöser Symptome oder gar des beschleunigten 'TTodeseintritts nach der 
Kohlehydratzufuhr in einem bestimmten Stadium der Avitaminose 
eine plötzlich gesteigerte Produktion derartiger giftiger intermediärer 
Stoffwechselprodukte annimmt. 

Das ist natürlich etwas ganz anderes, als die Vorstellung von 
Funk, die darin gipfelt, daß durch kohlehydratreiche Nahrung ein 
besonders starker Vitaminverbrauch erzeugt werde, und daß dieser 
die Ursache der Krankheitsbeschleunigung sei. 

Gegen diese Auffassung spricht vor allem auch meine Beobachtung, 
daß in einem gewissen Stadium der Avitaminose Zuckerzufuhr schon 
nach der kurzen Zeit von 214, Stunden zum Tode der Tiere führen 
kann. | 

Bei der Sektion dieser Tiere (Tauben) fiel eine starke Hyperämte 
fast aller Organe, besonders des Darmkanals und des Gehirns, auf. Es 
deutet das alles auf eine akute toxische Wirkung hin, die durch die 
Zuckerzufuhr im vitaminarmen Körper hervorgerufen wurde. 

Da nun der Zucker an sich beim normalen und hungernden Tier in 
diesen und viel größeren Dosen bei gleicher Applikationsart nicht im 
geringsten giftig wirkt, und da wohl auch eine akute Vitaminverarmung 
des Körpers, wie man sie nach der Funkschen Hypothese annehmen 
müßte, nach der Gabe einer relativ und absolut kleinen Zuckermenge 
beispiellog wäre — eine akute Vitaminverarmung innerhalb weniger 
Stunden! —, weil im Gegenteil alle Erfahrungen dafür sprechen, daß 
die Vitaminverarmung des vitaminfrei ernährten Körpers sich ver- 
hältnismäßig langsam vollzieht, so ist es am wahrscheinlichsten, wenn 
man annimmt, daß bei dem Umsatz des Zuckers abnorme giftige Zwischen- 
produkte entstehen, die die Intoxikation als eine sekundäre Folge der 
Vitaminverarmung verursachen. 

Auch die Vermutung von Mac Carrison, daß die toxische Zucker- 
wirkung bei der 'Avitaminose über Störungen der Darmverdauung 
gehe, erscheint angesichts meiner Beobachtungen über den gelegent- 
lichen akuten Ausbruch der nervösen Erscheinungen innerhalb weniger 
Stunden nach der Zuckerzufuhr nicht zutreffend zu sein. Der Zucker 
wird vielmehr sehr rasch vom Darm ins Blut befördert. Genau wie bei 
Normaltieren tritt eine alimentäre Hyperglykämie schon 15 Minuten 
nach der peroralen Zuckerzufuhr auf, und aus dem Stoffwechselversuch 
von Tsuji (7) geht ganz einwandfrei hervor, daß die Resorption der 
Nahrung bei der Avitaminose nicht gestört ist, wie außerdem Artona (8) 
bei seinem Versuch über die Wirksamkeit der Verdauungsenzyme 
bei Avitaminose, die eine deutliche Erhöhung ihrer Wirkung zeigten, 
fand. 

Wenn auch nicht mit aller Bestimmtheit, so ist es doch mit einer 
an Gewißheit grenzenden Wahrscheinlichkeit zu sagen, daß der im 
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Blut zirkulierende resorbierte Zucker hier überhaupt keine Umsetzung 
erfährt, es sei denn bei seiner Passage durch die Blutzellen mit ihren 
glykolytischen Fähigkeiten, und daß alle übrigen Körperzellen in weit 
überwiegendem Maße an der Zuckerzersetzung beteiligt sind. 

Wir werden also annehmen dürfen, daß, wenn beim Zuckerumsaltz 
im Körper toxische Produkte entstehen, diese bei dem Zuckerumsalz inner- 
halb der Zelle gebildet werden. Es muß dann die Ursache für eine solche 
abnorme Zuckerzersetzung bei der Avitaminose in einer primären Störung 
der Zellfunktion, vielleicht in einer Dystunktion der Zelle, gesucht werden. 

Daß die Höhe des Blutzuckergehalts an sich in keiner direkten 
Beziehung zu dem Ausbruch der nervösen Störungen steht, wie Ogata 
(9) und seine Mitarbeiter annehmen, scheint mir aus meinen Beob- 
achtungen hervorzugehen, die zeigen, daß perorale Zuckerzufuhr bei 
Tauben im hypoglykämischen Stadium der Avitaminose schon nervöse 
Störungen machten, ohne daß der Blutzuckerspiegel durch die Zucker- 
zufuhr, obschon er sich etwas erhöht, den Normalwert gesunder Tauben 
zu erreichen braucht. 

Bei der peroralen Zuckerzufuhr im hyperglykämischen Stadium 
der Avitaminose wird ein Zustand erreicht, der für das hypergly- 
kämische Stadium an sich schon charakteristisch ist. Es wird der ein- 
zelnen Körperzelle Zucker durch das Blut in vermehrter Menge zu- 
geführt, aber die Zelle nimmt den Zucker nicht auf. Im hypogly- 
kämischen Stadium, ganz im Anfang der Avitaminose, reißt die Zelle 
offenbar mit größerer Gier als in der Norm den Blutzucker an sich. 
Erst später verliert sie diese Fähigkeit. Wenn nun im hypoglykämischen 
Stadium akut eine größere Menge Zucker zugeführt wird, so wird die 
Zelle eine entsprechend größere Zuckermenge schlucken, im hyper- 
glykämischen Stadium wird der stärkere Zuckerreiz trotz der vor- 
handenen abgeschwächten zuckeraufnehmenden Funktion wahrschein- 
lich dennoch die Zelle treiben, eine äußerste Anstrengung zur Zucker- 
aufnahme zu machen. In jedem Falle, im hypoglykämischen, wie im 
hyperglykämischen Stadium wird unter dem Eindruck einer akuten 
größeren Zuckerzufuhr also die Zelle mehr Zucker in sich hineinlassen. 

Im hypoglykämischen Stadium aber ist die zuckerumsetzende 
Zellfunktion trotz der noch vorhandenen größeren Aufnahmefähigkeit 
der Zelle für Zucker doch schon gestört, genau wie im hyperglykämischen 
Stadium, wenn auch im letzteren diese Störung noch erhöht sein kann. 

Es braucht aber die Aufnahmefähigkeit der Zelle für Zucker nicht 
parallel gestört zu sein mit der zuckerumsetzenden Funktion der Zelle. 
Die letztere kann früher gestört sein als die erstere. Dann aber muß 
der Zuckerumsatz innerhalb der Zelle sowohl im hypoglykämischen, wie 
auch im hyperglykämischen Stadium pathologisch sein. Erhält nun die 
Zelle im hypoglykämischen Stadium plötzlich viel Zucker, weil das 
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Blut ihr viel Zucker anbietet und ihre Aufnahmefähigkeit für Zucker 
noch nicht behindert ist, oder erhält die Zelle im hyperglykämischen 
Stadium plötzlich viel Zucker, weil durch den gesteigerten ‚„Zucker- 
reiz“ gewisse vorhandene Hemmungen für die Zuckeraufnahme über 
den Haufen gerannt werden, dann muß in beiden Fällen die Verarbeitung 
dieser gesteigerten Zuckermenge innerhalb der Zelle ebenso patho- 
logisch verlaufen, wie die Verarbeitung der kleinen Zuckermengen patho- 
logisch verläuft, die die Zelle bei der gewöhnlichen Nahrung ohne besonders 
erhöhte Kohlehydratzufuhr fortwährend erhält. 

Diese Ausführungen beruhen also auf der Vorstellung, daß die 
Störung des Zuckerumsatzes innerhalb der Zelle ein Frühsymplom der 
Avitaminose ist, das die Krankheit dauernd begleitet, während die 
Störung der Aufnahmefähigkeit der Zelle für den Zucker ein Spätsymptom 
der Avitaminose darstellt. 

Wenn nun Avitaminose von vornherein Zellularstörungen in- 
volviert, dann wird die Zelle, solange sie kann, Zucker gierig aus dem 
Blute aufnehmen, das Blut wird hypoglykämisch; ist aber ihre Auf- 
nahmefähigkeit für Zucker im späteren Stadium der Avitaminose 
gestört, dann wird das Blut trotz des Zellularhungers hyperglykämisch. 

Gegen diese Ausführungen kann man nun einwenden, daß der 
Reduktionswert des Blutes überhaupt gar nicht den alimentären Zucker 
anzeigt, sondern den Gehalt des Blutes an Exkretionsprodukten der 
Zelle. Dann müßten im hypoglykämischen Stadium abnorm wenig 
reduzierende Stoffe, im hyperglykämischen Stadium aber abnorm viel 
reduzierende Stoffe von den Zellen ans Blut abgegeben werden. Es 
müßte also zu Beginn der Avitaminose die umgekehrte Störung vor- 
liegen, als in dem späteren Verlauf. Das aber ist durchaus unwahr- 
scheinlich. 

Nun bleibt noch eine dritte Möglichkeit übrig, nämlich die, daß 
der Reduktionswert des Blutes sich aus zwei Faktoren zusammenselzt: 
l. aus dem Nahrungszucker für die Zellen; 2. aus reduzierenden Eıkre- 
tionsprodukten (= intermediären Stoffwechselprodukten) der Zellen. 

Wenn wir unter dieser Voraussetzung die beobachteten Erschei- 
nungen bei der Avitaminose betrachten, dann kommen wir zu folgenden 
Vorstellungen. Bei dem Zellularhunger der Avitaminose geht die 
Zuckeraufnahme von seiten der Zellen dauernd mit dem Zucker- 
angebot durch das Blut parallel und alle Kohlehydratreserven werden 
aufgebraucht. Die Aufnahmefähigkeit der Zelle für Zucker ist niemals 
gestört. Zu Beginn der Avitaminose ist nun die reduzierende Kraft 
des Blutes deshalb herabgesetzt, weil die Zellen eben abnorm große 
Zuckermengen dem Blute entziehen, aber andererseits der Zuckerabbau 
und die anderen Stoffwechselvorgänge in den Zellen noch leidlich 
normal verlaufen. Je mehr diese aber im Verlaufe der Avitaminose 
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gestört werden, um so mehr entstehen nun reduzierende intermediäre 
Stoffwechselprodukte, die den Reduktionswert des Blutes sukzessive 
über die Norm steigern, also die Hyperglykämie verursachen. 

Diese pathologische Veränderung in dem Gehalt des Blutes an redu- 
zierenden intermediären Stoffwechselprodukten kann sowohl eine 
quantitative, wie eine qualitative Störung darstellen, also nieht nur eine 
Hyperfunktion, sondern eine Dysfunktion. 

Die an dritter Stelle entwickelte Auffassung über die Genese des 
hypo- und hyperglykämischen Stadiums, glaube ich, steht mit den 
Tatsachen am besten im Einklang. 

Daß nun der gesteigerte Gehalt des Blutes an reduzierenden Sub- 
stanzen als solchen, wie er sich bei der Avitaminose spontan entwickelt 
oder im Anschluß an eine alimentäre einmalige größere perorale Zucker- 
zufuhr auftritt, ganz gleichgültig, wodurch im einzelnen Falle die Blut- 
reduktion hauptsächlich bedingt wird, nicht die direkte Ursache für 
die nervösen Störungen und für den Tod ist, geht aus folgender Tatsache 
hervor. 

Zuckerzufuhr im hypoglykämischen Stadium steigert den Reduk- 
tionswert des Blutes oft nur bis zur normalen Höhe und macht dennoch 
die Intoxikatione Wenn nun das hypothetische Gift reduzierende 
Eigenschaften hätte, dann würde es in Dosen schon toxisch wirken, 
durch die der gesamte Reduktionswert des Blutes noch keineswegs 
abnorm erhöht zu werden braucht. Man kommt also zu dem Schluß, 
daß jedenfalls nicht der Reduktionswert als solcher, sondern höchstens 
eine bestimmte Quote der reduzierenden Blutsubstanzen giftig wirkt. 
Aber es ist natürlich auch möglich, daß das hypothetische Gift gar kein 
reduzierender Körper ist. Jedenfalls wird man immer wieder dazu 
geführt, daß durch die vermehrte Zuckerzufuhr bei der Avitaminose ein 
oder mehrere intermediäre Stoffwechselprodukte gebildet werden, die eine 
spezifisch giftige Wirkung auf das Nervensystem haben. 

Nun habe ich weiter beobachtet, daß ceteris paribus nicht alle 
Kohlehydrate bei der Avitaminose gleich intensiv toxisch wirken. Stark 
toxisch wirken Glycose, Lävulose und Galaktose, schwächer toxisch, 
d. h. mit späterem Eintritt der Vergiftung wirken Saccharose, Lactose, 
Maltose, die geringste Toxizität in dem genannten Sinne hat die 
reine Stärke. Die letztere Beobachtung mit der Stärke erklärt auch, 
warum Tiere bei der üblichen vitaminfreien Fütterung, bei der das 
.- Futter doch immer beträchtliche Mengen von Stärke enthält (z.B. 
bei den mit Reis gefütterten Tauben), so ganz allmählich an den In- 
toxikationserscheinungen erkranken. 

Gegen alle meine obigen Ausführungen über die Entstehung des 
hypothetischen Zuckergiftes durch eine avitaminöse Dysfunktion der 
Zelle könnte man noch folgenden Einwand machen. 


Kohlehydratstoffwechsel bei der Avitaminose. IV. 285 


Durch größere Zuckerzufuhr wird bekanntlich die Blutglykolyse 
in vitro gehemmt. Man könnte nun sagen, daß durch die akute Zucker- 
zufuhr im avitaminösen Zustand die glykolytische Funktion des ganzen 
Körpers eine Hemmung erfahre und daß dann einfach weniger Zucker 
umgesetzt würde. 

Es könnte dann der Zucker als solcher giftig wirken. Das ist 
aber nicht der Fall, weil im nicht avitaminösen Zustande entsprechende 
Zuckerzufuhren, die ja hier auch eine Hemmung der Körperglykolyse 
bewirken müßten, nicht toxisch wirken. Toxische Wirkungen nach 
Zuckerinfusionen sieht man überhaupt nur nach sehr großen Zucker- 
infusionen (Lepine) (10), wie sie bei meinen Versuchen gar nicht in 
Frage kommen. 

Nicht unmöglich aber ist, daß bei der Pathogenese der Zucker- 
vergiftung im avitaminösen Zustande eine abnorme Durchlässigkeit 
der Hirngefäße eine Rolle spielt. 

Auch Beobachtungen über die Steigerung der Glykämie nach Fett- 
zufuhr im avitaminösen Zustande, ohne daß toxische Erscheinungen 
auftreten, beweisen, daß der Reduktionswert des Blutes als solcher 
mit den nervösen Erscheinungen in keiner direkten Beziehung steht. 
Alles in allem zeigen meine Beobachtungen, daß der Reduktionswert 
des Blutes im normalen und ganz besonders im avitaminösen Zustande 
erheblichen Schwankungen unterworfen sein kann, ohne daß die 
Schwankungen als solche eine charakteristische Störung ausdrücken. 

Auf sehr vielerlei Einflüsse reagiert das Blut mit Änderungen 
seines Reduktionswertes oft im Verlauf von wenigen Stunden. Mi 
der Ermittelung des Reduktionswertes ist also noch nicht viel gewonnen; 
viel wichtiger ist die Feststellung des Verhältnisses der einzelnen Summan- 
den zueinander, deren Summe der Reduktionswert des Blutes ist. Daß 
diese Summanden neben Glykose aus vielerlei anderen und unter patholo- 
gischen Verhältnissen auch ganz besonderen ad hoc enistandenen Stoffen 
bestehen können, ist mir nicht zweifelhaft. 


Zusammenfassung. 

Aus allen meinen Versuchen geht hervor, daß bes der Avitaminose 
der Kohlehydratstoffwechsel frühzeitig und empfindlich alteriert wird. 
Diese Anomalie äußert sich zunächst in einer gesteigerten Zerstörung der 
aus der Nahrung stammenden und in den Depots des Körpers eingelagerten 
Kohlehydratmassen. Weiterhin werden bei dem zellularen Umsatz der 
Kohlehydrate entweder auch in der Norm schon auftretende, aber bei der 
Avitaminose in gesteigerter Menge erscheinende toxische intermediäre 
Stoffwechselprodukte gebildet, oder solche Produkte entstehen überhaupt 
erst im avitaminösen Zustande. Die Bildung dieser toxischen Produkte 
wird durch verschiedene Kohlehydrate in verschiedener Intensität 
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bewirkt. Eine Folge der Anomalie des Kohlehydratstoffwechsels bei der 
Avitaminose sind die beobachteten Veränderungen im Reduktionswert 
des Blutes, wobei aber die Toxizität des Blutes in keiner direkten Ab- 
hängigkeit von den absoluten Werten der Blutreduktion steht. 

Diese frühzeitigen und schweren Störungen im Kohlehydratstojj- 
wechsel deuten darauf hin, daß die Zelle für den normalen Umsatz der 
Kohlehydrate in ganz besonderer Weise auf die Vitamine angewiesen ist. 

Der vollkommenste Beweis dafür, daß diese Veränderungen des 
intermediären Stoffwechsels aus dem Vitaminmangel entstehen, ist 
die Tatsache, daß nach der Zufuhr von Vitaminen (Hefe), allerdings nur 
in den ersten Perioden der Krankheit, die Krankheitserscheinungen sofort 
aufhören und der Blutreduktionsweri sinkt. Das Vitaminbedürfnis 
haben wir stets in einem bestimmten Verhältnis zu der eingeführten 
Zuckermenge feststellen können. So genügte z. B. die gleichzeitige Gabe 
von g Hefe neben der Zuckerzufuhr von 10 g Glucose, um die Zucker- 
vergiftung zu verhüten. Wie das Versuchsprotokoll erkennen läßt, ist 
das Verhältnis 1:2. 

Daß die Störung des Kohlehydratstoffwechsels nur eine Teil- 
erscheinung der gesamten avitaminösen Erkrankung ist, braucht nicht 
besonders betont zu werden. 
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Über die chemischen Bestandteile grüner Pflanzen. 


XXVI Mitteilung. 
Kritisches über das Vorkommen der Weinsäure in den Pflanzen. 


Von 
Hartwig Franzen und: Fritz Helwert. 


(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1923.) 


Anschließend an unsere kritische Arbeit über das Vorkommen 
der Citronensäure in den Pflanzen!) haben wir in gleicher Weise das 
Schrifttum über das Vorkommen der Weinsäure in den Pflanzen einer 
kritischen Durchsicht unterzogen, wobei wir auch auf einige Pilze und 
Flechten Rücksicht nahmen, um die sicher nachgewiesenen Vor- 
kommnisse dieser Säure kennenzulernen. Die Ergebnisse waren in 
diesem Falle ebenso schlecht wie bei der Äpfelsäure und bei der Citronen- 
ure. Vor allen Dingen zeichnet sich das Schrifttum über die Wein- 
säure durch eine Unmasse falscher Zitate aus. 189 Zitate wurden 
anfangs zusammengestellt; es zeigte sich aber schließlich, daß nur 
88 Arbeiten übrigbleiben, nach denen in 82 Pflanzen Weinsäure ent- 
halten sein soll. 

Was die Beurteilung der einzelnen Arbeiten anbelangt, so wurden 
wieder die gleichen Grundsätze angewendet, die in der kritischen Arbeit 
über das Vorkommen der Äpfelsäure in den Pflanzen ausführlich dar- 
gelegt wurden, d.h. es wurde nur dann der Nachweis als sicher an- 
genommen, wenn quantitative Analysen der Säure selbst oder ihrer 
Abkömmlinge vorlagen, während qualitative Reaktionen nicht als 
zureichend für einen sicheren Nachweis angesehen wurden. Wendet 
man diese Kriterien an, dann bleiben von den 82 Pflanzen, in denen 
Weinsäure vorhanden sein soll, nur eine übrig, in der sie wahrscheinlich, 
und drei,in denen sie sicher nachgewiesen ist. Unter diesen dreien fehlen 
aber zwei Pflanzen bzw. Früchte, in denen wir gewohnt sind Weinsäure 
als sicher vorhanden anzunehmen, und zwar die Weintrauben und die 


1) Diese Zeitschr. 185, 384, 1923. 
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Tamarinden. Trotzdem ein exakter Nachweis der Weinsäure in diesen 
Früchten fehlt, dürfte es zulässig sein, sie unter die weinsäureführenden 
aufzunehmen. Das Ergebnis der kritischen Durchsicht ist dann das 
folgende: | 

Weinsäure ist wahrscheinlich nachgewiesen in: 

l. Eiche, Quercus pedunculata (Holz). 

Weinsäure ist sicher nachgewiesen in: 
. Weinstock, Vitis vinifera (Beeren). 
Tamarinde, Tamarindus indica (Früchte). 
. Zuckerrübe, Beta vulgaris (unreife Rübe). 
. Zuckerahorn, Acer Saccharinum (Blutungssaft). 
. Vogelbeere, Pirus Aucuparia (Beeren). 


o d ob ti 


Arbeiten in denen das Vorhandensein von Weinsäure in Pflanzen lediglich 
behauptet wird. 


1. Brandes (System der materia medica nach chemischen Prinzipien 
von C.H. Pfaff, 2, 61, 1811): 
In der Angosturarinde, Cusparia trifoliata. 

2. G. F. Walz [Jahrb. f. prakt. Pharm. 26 (Neue Folge 28), 297, 1853 
und 27 (Neue Folge 80), 129, 1853]: 
Im Braunwurz, Srophularia nodosa; Antonskraut, Scrophularia 
aquatica; Leinkraut, Linaria vulgaris; Zimbelkraut, Linaria 
Cymbalaria; Digitalis grandiflora und lutea; Antirrhinum majus. 

3. Th. Peckolt (The Pharm. Journ. and Transact. 10, 343, 383, 
1879/80): Melonenbaum, Cadrica papaya. 

4. E. Stocton und C.G. Eldredge (The Chem. News 98, 191, 1909): 
In Cornus sericea. 

5. K. v. Grundner [Buchners Repert. f. d. Pharm. 96 (oder 46), 322, 
1847]: 
In den Samenkernen des Spindelbaumes, Evonymus europaeus. 

6. V. Dessaignes (Journ. de Pharm. (3) 25, 1854): 
In Pelargonium roseum. i 

- 7. A. Klinger und A. Bujard (Repert. d. analyt. Chem. 7, 412, 1887): 

Im Mahavebaum, Bassia latifolia (B. oleracea). 

8. D. S. Pratt und J. J. Rosario (The Philippine Journ. of Science, 
Manila 8, 59, 1913): 
In reifen und unreifen Tamarinden, Tamarindus indica und in 
Spondias purpurea. 

9. B. Reed (The Chem. News 99, 169, 1909): 
In Viburnum nudum. 

10. C. B. Smith (The Chem. News 107, 266, 1913): 
In der Schneebeere, Symphoricarpus racemosus. 


11. R. H. Lott (The Chem. News 99, 169, 1909): 
In Pyrus arbutifolia. 


15. 


16. 
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. G. Dragendorff (Die Heilpflanzen d. verschiedenen Völker u. Zeiten. 


Stuttgart 1898. S. 397 und 425): 
Im Gerbersumach, Rhus coriaria. 
In der Wurzel von Hibiscus Sabdariffa. 


. v. Gorup- Besanez (Gelehrte Anzeigen, herausgegeben von Mit- 


gliedern der Kgl. Bayr. Akad. d. Wissensch. 27, 822, 1848): 
In der Tamarinde, Tamarindus indica und in Sapindus saponaria. 


. C. Wilcox (The Chem. News 101, 169, 1910): 


In der Frucht von Ilicioides mucronata. 

J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 7, 182, 
1858): 

Im Ehrenpreis, Veronica officinalis. 


W. A. H. Naylor und E. M. Chaplin (The Pharm. Journ. and 
Transact. (3) 20, 272, 1890): 


. In Eunonymus atropurpureus. 


17. 


18. 


19. 


30. 


C. C. Eldredge und L. M. Liddle (The Chem. News 95, 182, 1907): 
In Smilacina racemosa und Smilacina bifolia. 

E. Schunck, E. Knecht und L. Marchlewski (Ber. d. deutsch. chem. 
Gesellsch. 27, 488, 1894): 

In den Rebenblättern, Vitis vinifera. 

J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 8, 509, 
1859): 

In = Beeren des Zwergflieders, Sambucus ebulus. 


. G. Dragendorff (Buchners Repert. f. Pharm. 28, 82, 1874): 


Im Gerbersumach, Rhus coriaria. 


. Boussinnauli (Compt. rend. 96, 1397, 1883): 


In den Kakaobohnen, Theobroma  Cacao. 


. A. Petit (Compt. rend. 69, 760, 1869): 


In unreifen Weintrauben, Vitis vinifera. 


. Langlois (Compt. rend. 17, 506, 1843): 


In der Weintraube, Vitis vinifera. 


. Th. Peckolt (Ber. d. deutsch. pharm. Gesellsch. 14, 34, 1904): 


In der Frucht von Sideroxylon crassipedicellatum und in der von 
dem Sapolillbaum, Sapota Achras. 

F. E. Wallis [The Pha 'm. Journ. of London 89 (od. (4) 85), 609, 1912]: 
In den Sennesblättern. 


. E.J. Millard (The Pharm. Journ. and Transact. (3) 20, 829, 


1889/90): 
In den sogenannten Cream of tartar fruits. 


. H. Bracconot (Annal. de Chim. et de Phys. (2) 51, 329, 1832): 


In Geranium zonale. 


. C. W. Scheele (Nachgelassene Briefe und ‘Aufzeichnungen. Stock- 


holm 1892. 39/40): 
In den Tamarinden, Tamarindus indica. 


. Herberger (Buchners Repert. d. Pharm. 16, 1, 1839; Pharm. Zentral- 


blatt 1830, S. 631): 

In Tilia vulgaris. 

Geiseler und Brandes (Arch. d. Pharm. 10, 167, 1837): 
Im Birkensaft, Betula alba. 
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31. 


32. 


33. 


34. 


35. 


36. 


37. 


38. 


39. 


40. 


41. 


42. 


43. 
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Schultz (Simons Beitr. zur physiol. und path. Chem. 1, 571; Pharm. 
Zentralbl. 1844, S. 302): 

Im Milchsaft von Asclepias syriaca. 

A. Kanger (Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 50, 52, 1903): 

In den Preißelbeeren, Vaccinium vitis idaea. 

A. Petit (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 6, 1313, 1873): 

In den Blättern des Weinstocks, Vitis vinifera. 


A. Weiss und J. Wiesner (Botan. Ztg. 19, 42, 1861 und 20, 126. 


1862): 
Im Milchsaft der Zypressenwolfsmilch, Euphorbia Cyparissias und 
in dem von Euphorbia platyphylla. 


G. Freudenthal (Berlin. Jahrb. f. d. Pharm. 28, oder deutsch. 


Jahrb. 8, 313, 1822; Scheres allgem. nord. Ann. d. Chem. 2, 1819): 
In der Kamille, Camilla japonica. 
S.de Luca und G. Ubaldini (Buchners neues Repert. d. Pharm. 
15. 66, 1866 und Journ. de Pharm. et de Chim. (4) 8, 45, 1866): 
In der Myrte, Eugenia australis. 


Flueckiger (Wittsteins Vierteljahrsscht. f. prakt. Pharm. 12, 


569, 1863): 

In den Tamarinden, Tamarindus indica. 

J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 19, 6, 1870): 
In den Gänseblümchen, Bellis perennis. 


Peckoli (Ber. d. deutsch. pharm. Gesellsch. 19, 292, 1909): 
In Cyphomandra calycina. 


Gilchrist (The Chem. News 99, 211, 1909): 


In der Frucht von Aralia hispida. 

Sheets (The Chem. News 108, 172, 1911): 

In Cornus paniculatum. 

Dawson (The Chem. News 106, 18, 1912): 

In Diervilla florida. 

Wiley und Maxwell (Amer. Journ. of Pharm. 1890, S. 216 und 
Journ. of Amer. chem. Soc. 12, 16, 1890): 

Im Sorghumrohr, Sorghum vulgare. 


Arbeiten, in denen die Fruchtsäuren titriert und als Weinsäure in Rechnung 


l. 


2. 


gezogen werden. 


Berthelot und A. de Fleurien (Compt. rend. 58, 721, 1864): 

In den Weintrauben, Vitis vinifera. 

K. Windisch und K. Boehm (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. 
Genußm. 8, 35}, 1904): | 

In den Johannisbeeren, Ribes rubrum; Stachelbeeren, Ribes 
grossularia; Preißelbeeren, Vaccinium vitis idaea. 


. Chauvin, Joulin und Canu (Monit. scient. (4) 22, (2) 449, 1908): 


In den Kirschen, Prunus avium. 


Vauquelin (Ann. de Chim. (1) 5, 98, 1800) weichte 4 Unzen Tamarinden, 
Tamarindus indica, mit 8 Unzen Wasser ein, filtrierte den Auszug und 
dampfte diesen auf Y, seines Volumens ein; ‚man hat einige Tropfen Pott: 


pe _ ur pp stengen 





Vorkommen der Weinsäure in den Pflanzen. 295 


aschelösung zugegeben; ein salzartiger Stoff hatte sich abgeschieden, ähnlich 
demjenigen, den man erhält beim Verdampfen und Erkalten des Auszuges; 
man erhielt hiervon 45 Grans weinsteinsaures Kalium oder Weinsteinrahm‘‘. 

4 Unzen Tamarinden wurden einige Minuten mit 8 Unzen Wasser 
ausgekocht, filtriert, die auf der Lösung schwimmende gallertartige Masse 
entfernt und das Filtrat auf Li seines Volumens gebracht, wobei ‚sich viele 
salzartige Kristalle absetzten, die aus echtem weinsteinsauren Kalium 
bestehen; sie wogen 63 Gran‘. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


H. Einhof (Neues allgem. Journ. d. Chem. von A. F. Gehlen, 4, 463, 
1804 und Arch. d. Agrikulturchem. von Hermbstädt, 2, 14, 1806) fällte 
durch Aufkochen geklärten Saft der Knollen von Helianthus tuberosus mit 
Kalkwasser, wobei sich ein brauner, schwammiger Niederschlag absetzte, 
der nach dem Abfiltrieren und Auswaschen weiß wurde. ‚Nach dem 
Trocknen gab er eine graue, durchscheinende, hornartige Substanz, die 
durch Zerreiben ein gräulichweißes Pulver lieferte. 80 Gran dieses Pulvers 
wurden mit verdünnter Schwefelsäure übergossen, wobei ein Aufbrausen 
erfolgte. Nach Digestion von einigen Tagen wurde filtriert und das Filtrat 
langsam bis zur Sirupskonsistenz eingedampft. Etwas von dieser sauren 
Flüssigkeit wurde in eine konzentrierte Auflösung des schwefelsauren Kali 
getröpfelt: es bildete sich in einigen Minuten ein körniger und schwerer 
Niederschlag, der sich ganz wie Weinstein verhielt. Dieser Versuch beweist 
die Gegenwart der Weinsäure in den Kartoffeln.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Merk [Trommsdorffs Journ. d. Pharm. 20 (2. Stück), 16, 1811] be- 
handelte 1,5 Pfund des bis zur Honigdicke eingedickten klaren Saftes des 
gemeinen Erdrauchs, Fumaria officinalis, mit wässerigem Alkohol; das 
hierbei Unlösliche ‚‚war von gelber Farbe, fühlte sich trocken und erdig 
an und hatte einen bitteren Geschmack. Es löste sich ganz in Säure, aber 
nur zum Teil in Wasser auf; 20 Gran des in Wasser und in kochendem 
Wasser unauflöslichen Rückstands wurden in reiner Salzsäure gelöst und 
untersuchte nun seine Bestandteile, fand aber, daß es nichts als weinstein- 
saurer Kalk war. Um sicher zu gehen, wurde der Rest mit ?/, seines Volu- 
mens reiner Schwefelsäure behandelt. Nachdem es einige Zeit gestanden, 
wurde es mit noch mehr Wasser verdünnt, filtriert und die helle Auflösung 
verdunstet. Ich erhielt sauer schmeckende Kristalle, die von anhängendem 
Extraktivstoff noch etwas gefärbt waren, sich übrigens wie Weinsäure 
verhielten.‘“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


I. Berzelius (Schweiggers Journ. f. Chem. u. Phys. 7, 327, 1813) extra- 
hierte 10 g getrocknetes und gepulvertes isländisches Moos mit Alkohol. 
Der alkoholische Extrakt wurde zur Trockne eingedampft, der Rückstand 
mit lauem Wasser übergossen und das Unlösliche abfiltriert. Das Filtrat 
wurde verdunstet, wodurch ein brauner Sirup mit eingemengten braunen 
Kristallen hinterblieb. ‚Um jene Kristalle abzuscheiden wurde die Masse 
mit Alkohol übergossen, der den Sirup auflöste, das Salz aber mit brauner 
Farbe zurückließ. Etwas Wasser auf diesen Rückstand gegossen nahm das 
Extrakt und einen Teil des Salzes auf, 0,09 g blieben mit ganz weißer Farbe 
zurück. Diese zeigten sich im Munde schwer auflöslich, schmeckten säuerlich- 
bitter, röteten Lackmus, erhitzt verkohlte es, schwoll auf, roch säuerlich- 
brenzlich und hinterließ eine löcherige Kohle, die beim Einäschern ziemlich 
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viel Alkali zurückließ. Von den zwei schwer auflöslichen sauren Kalisalzen, 
die in den Pflanzen vorkommen, dem Sauerkleesalz und dem Weinstein, 
konnte dieser Rückstand nur der letzte sein. Er gab zwar beim Verbrennen 
nicht ganz denselben Geruch wie der Weinstein, dies rührte jedoch offenbar 
von dem Anteil Extrakt her, von welchem er nicht vollkommen befreit 
werden konnte. Der in Wasser aufgelöste Anteil gab durch Verdunsten 
eine ganz und gar kristallisierte, aber gelbbraune Masse, an Gewicht O,1g, 
die sich ebenfalls als Weinstein erwies.‘ 
Der Nachweis ist unzureichend. 


P. C. Geiger (Schweiggers Journ. f. Chem. u. Phys. 15, 483, 1815) 
fällte Tränenwasser der Rebe, Vitis vinifera, mit neutralem essigsaurem 
Blei, wodurch ein weißer Niederschlag entstand. Zum Bleiniederschlag 
wurde Schwefelsäure zugesetzt und mit wenig Wasser digeriert, dann 
filtriert; ‚zu dem Filtrat etwas Kalilösung gegeben, erzeugte sogleich 
regenerierten Weinstein‘‘. 

Das Filtrat vom Bleiniederschlag wurde gelinde verdunstet, ‚‚beim 
Erhitzen bis beinahe zum Kochen trübte sich die Flüssigkeit stark, wurde 
aber beim Erkalten wieder hell, dies geschah so oft, so oft sie abwechselnd 
erhitzt und wieder abgekühlt wurde. Weitere Versuche zeigten, daß sie 
kalkhaltiges, saures weinsteinsaures Kali sei.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Lassaigne und Feneulle (Ann. de Chim. et de Phys. (2) 16, 21, 1821; 
Journ. de Pharm. 7, 552, 1821) kochten ‚‚mit schwacher Salzsäure Sennes- 
blätter, die mit Äther und Wasser erschöpft waren; man fällte die filtrierte 
Flüssigkeit mit einem Überschuß von Ammoniak; der gesammelte und gut 
gewaschene Niederschlag wurde mit Kaliumcarbonat 14 Stunde erhitzt, 
die filtrierte Flüssigkeit mit Salpetersäure gesättigt, mit Bleinitrat gefällt, 
der gut gewaschene Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt, vom 
Bleisulfid abfiltriert und eingedunstet; man erhielt bei Erkalten recht 
saure, weiße Kristalle, deren Auflösung Kalk- und Barytwasser in weißen 
Flocken fällte und in welcher ein wenig Pottasche die Bildung von kleinen 
Kristallen des gereinigten Weinsteins hervorbrachte; dies ist also augen- 
scheinlich Weinsäure‘“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

J. Pelletier (Ann. de Chim. et de Phys. (2) 16, 341, 1821) extrahierte 
Pfeffer, Piper nigrum, mit Alkohol. Die alkoholischen Auszüge wurden 
eingedampft, der Rückstand mit kochendem Wasser erschöpft und die 
wässerigen Auszüge mit Bleiacetat gefällt. ‚Der Bleiniederschlag, mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt, gab eine sehr saure, bräunliche Flüssigkeit, 
die einen weißen Bleiniederschlag, mit Kalkwasser eine leichte Trübung 
und mit Baryt einen weißen in Salpetersäure löslichen Niederschlag gab; 
endlich hatte sie alle Eigenschaften, die man bei der Äpfelsäure findet; 
wir glauben indessen, daß die saure Flüssigkeit etwas Weinsäure enthält; 
denn nach dem Sättigen mit Kali und nachdem einige Tropfen Essigsäure 
hinzugefügt waren, bildete sich nach einigen Stunden ein leichter. körniger 
Niederschlag, hart und kristallin, dec nichts anderes als Weinsteinrahm war.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


H. Bracconot (Ann. de Chim. et de Phys. (3) 25, 365, 1824) prüfte den 
in kochendem Wasser unlöslichen Teil des Niederschlags, der sich spontan 
in dem Safte von Topinamburknollen, Helianthus tuberosus, bildet. ‚‚Dieser 
Stoff 0,56 g aus 500 g Knollen wurde mit sehr verdünnter Salzsäure digə- 
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riet. Ammoniak bildete in der filtrierten Flüssigkeit einen weißlichen 
Niederschlag von 0,07 g. Mit einer sehr kleinen Menge verdünnter Schwefel- 
säure zerlegt, dann mit Alkohol versetzt, erhielt man eine wohl kristalli- 
sierte Säure, die ich für Citronensäure hielt; aber nachdem ich sie mit 
Löschpapier zusammengedrückt und wieder in Wasser aufgelöst hatte, 
wurde ein Tropfen dieser Lösung reichlich mit Bleiacetat gefällt, und der 
Niederschlag verschwand vollständig mit Salpetersäure, aber nicht mit 
Essigsäure. Ein anderer Teil dieser in Wasser gelösten Säure wurde teil- 
weise mit Kalium gesättigt, wobei Weinstein ausfiel; so sind diese 0,07 g, 
die sich in schwacher Salzsäure lösen, weinsteinsaures Kalium.“ 
Der Nachweis ist unzureichend. 


L. F. Bley (Neues Journ. d. Pharm. von Trommsdorff (2) 14, 49, 1827) 
klärte einen kalten wässerigen Auszug des mexikanischen Traubenkrauts, 
Herba Chenopodü ambrosioidis, durch Aufkochen und behandelte das 
Filtrat so lange mit Alkohol, bis keine Trübung mehr entstend; der Nieder- 
schlag wurde mit Wasser digeriert, filtriert und das Filtrat eingedunstet. 
Der so erhaltene Rückstand wurde mit Alkohol digeriert; beim Verdunsten 
des alkoholischen, wenig gefärbten Auszugs kristallisierte ein Salz aus. 
Aus einer ganzen Reihe qualitativer Reaktionen, die aber keineswegs zeigen, 
daß die fragliche Säure Weinsäure ist und aus der Kristallform: Rhomboeder 
mit abgestumpften Flächen, schließt Bley: ‚Ich bin geneigt dieses Salz 
für kalisches weinsteinsaures Kali zu halten.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


A. Buchner (Buchners Repert. d. Pharm. (1) 87, 228, 1831) konzen- 
trierte den filtrierten Saft eines Blattes von Agave Americana und fällte 
mit Alkohol käsige, klebrige Flocken, die nach dem Austrocknen sich nicht 
mehr vollständig in Wasser lösten. ‚Die mit kochendem Wasser daraus 
gezogene Auflösung des Schleimes gab mit oxalsaurem Kali einen häufigen, 
weißen Niederschlag; mit salpetersaurem Silber gleichfalls ein weißes 
Präzipitat, das in Salpetersäure unauflöslich war; auch Kalkwasser und 
salpetersaures Baryt gaben weiße Trübungen, die sich in Salpetersäure 
aber wieder auflösten; aus einigen anderen Versuchen ging mit vieler Wahr- 
scheinlichkeit hervor, daß in diesem Anteil des Saftes nebst salzsaurem 
Kalk auch weinsteinsaurer Kalk enthalten war.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Delile (Journ. de Pharm. 18, 38, 1832) untersuchte den aus im Mai 
gesammelten Weintrauben, Vitis vinifera, erhaltenen Saft in folgender 
Weise: ‚Durch Erhitzen des Weinsafts erhält man einen wenig reichen 
Extraktivstoff, der von der Flüssigkeit abgetrennt wurde. Aus dem Filtrat 
erhält man durch Kristallisation aus 2 kg Weinsaft 36 g eines säuerlichen, 
körnigen Salzes, das unter den Zähnen knirscht und Karamelgeruch ver- 
breitet, wenn man es auf glühende Kohlen wirft; charakteristische Eigen- 
schaften des Kaliumbitartrates. Ich erhielt auch durch Eindampfen der 
Mutterlaugen Weinstein. Dieses Salz wac löslich in einem Überschuß von 
Weinsäure ohne Aufbrausen; wenn es mit konzentrierter Schwefelsäure 
behandelt wurde, verwandelte es sich nicht in Essigsäure.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Justus Liebig (Ann.d. Pharm. 5, 141, 1833) fällte Vogelbeerensaft, 
Pirus Aucuparis, mit Bleiacetat; der Niederschlag wird so lange mit ver- 
dünnter Schwefelsäure gekocht, bis er seine körnige Beschaffenheit ver- 
loren hat. Zu der breiartigen Masse wird Schwefelbarium hinzugesetzt, 
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bis Baryt im Überschuß vorhanden ist. Nach dem Abfiltrieren des Blei- 
sulfids wird mit Schwefelbarium und zuletzt mit Bariumcarbonat voll- 
ständig gesättigt und erhitzt. Beim Neutralisieren bildet sich stets ein 
großer, körniger Niederschlag von weinsteinsaurem und citronensaurem 
Baryt; hiervon wird abfiltriert und die Äpfelsäure durch Schwefelsäure 
in Freiheit gesetzt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Reinsch [Buchners Repert. d. Pharm. 58 (oder 2. Reihe 8), 396, 1837] 
behandelte 3 Jahre alten Sturmhut, Aconitum napellus, mit heißem Wasser; 
beim Eindampfen des wässerigen Auszuges blieb ein gelbliches Salz zurück, 
das in kochendem Wasser gelöst wurde. Aus der heiß filtrierten Lösung 
„schossen beim Erkalten kleine rhombische Kristalle, die in kaltem Wasser 
unlöslich sind. Die Lösung gab folgende Reaktionen: Ammoniak keine 
Fällung, kohlensaures Natron voluminösen weißen Niederschlag, der im 
Überschuß unlöslich war, kleesaures Kali in großer Verdünnung eine 
Trübung, Schwefelsäure gab einen kristallinen Gipsniederschlag“. ‚Als 
ich einen Teil des trocknen Salzes in einer Glasröhre erhitzte, gab es zuerst 
Wasser von sich, dann schwoll es auf, wurde braun, endlich schwarz und 
verbreitete zugleich einen deutlichen Geruch wie nach verbranntem Wein- 
stein.‘ Die wässerige Lösung der freien Säure gab ‚‚mit essigsaurem Kali 
geprüft, nach einiger Zeit eine Trübung, die auf Weinsteinsäure schließen 
läßt, so daß ich annehmen zu dürfen glaube, es sei weinsteinsaurer Kalk 
in meinem Extractum Aconiti gewesen‘. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


GO Wittstein [Buchners Repert. d. Pharm. 68 (oder 2. Reihe 13), 1, 
1838] entfernte aus dem Saft der Beeren des Sanddorns, Hippophae rham- 
noides, mit Alkohol die Pektinstoffe und fällte dann mit Bleizucker. Durch 
Ausziehen des Bleiniederschlags mit Wasser wurde das äpfelsaure Blei 
abgetrennt. Das rückständige graublaue Pulver wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. ‚Die erhaltene farblose, sehr sauer schmeckende Flüssig- 
keit gab mit Kalkwasser einen weißen Niederschlag, der durch eine Auf- 
lösung von Salmiak verschwand. Barytwasser trübte diese ebenfalls. 
Kalilauge (bei Überschuß von Säure) nach einiger Zeit einen kristallinischen 
Niederschlag. Oxalsaures Ammonium erzeugte eine weiße Trübung. Chlor 
barium sehr leicht Trübung, die durch Salzsäure nicht verschwand. 
Essigsaures Bleioxyd erzeugte einen weißen Niederschlag, der durch Am- 
moniak weder ganz gelöst, noch verändert wurde.“ ‚Nach vorstehenden 
Versuchen kann die in der in Wasser unauflösliche Bleiverbindung ent- 
haltene Säure wohl keine andere als Weinsteinsäure sein.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


G. C. Wittstein [Buchners Repert. f. d. Pharm. 96 (oder 2. Reihe 46), 
317, 1847] fällte einen wässerigen Auszug des wilden Weins, Vitis hederaces, 
mit Bleiacetat. Der mit Schwefelwasserstoff zerlegte Bleiniederschlag 
gab mit Kalkwasser eine weiße, durch Salmiak leicht wieder verschwindende 
Trübung. Ein anderer Teil des Filtrats wurde mit Quecksilber gefällt und 
der Niederschlag ähnlich wie der Bleiniederschlag behandelt; ‚auch hier 
zeigte sich, daß die organische mit Metalloxyd verbundene Säure nichts 
als Weinsäure war‘. ‚In den grünen, wie in den geröteten Blättern beob- 
achtete ich unter starker Vergrößerung zahlreiche Büschel spießiger Kri- 
stalle von weinsteinsaurem Kalk.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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C. Riegel [Arch. d. Pharm. (2) 55 (oder ganze Reihe 105), 151, 1848] 
untersuchte die reifen Beeren von Vitis sylvestris und behauptet, der durch 
Ätzbaryt im zerlegten Bleiniederschlag entstehende Niederschlag sei ein 
Gemisch von weinsteinsaurem, äpfelsaurem und einer geringen Menge 
citronensaurem Baryt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


J. Wolff (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 8, 1, 1854) zog 
fein gepulverte Birkenschwämme, Boletus scaber, mit Wasser aus und 
fällte mit Bleizucker. Der mit Schwefelwasserstoff zerlegte Bleinieder- 
schlag wurde zur Sirupdicke eingedampft und der Rückstand mit Wasser 
aufgenommen. ‚‚Die Lösung gab mit Kalkwasser einen in Salmiak lös- 
lichen Niederschlag. Die von diesem Niederschlag abgetrennte Flüssigkeit 
trübte sich beim Erhitzen. Mit Bariumchlorid entstand in dieser Lösung 
kein Niederschlag, ebenso keiner durch Erwärmen mit molybdänsaurem 
Ammon und Salpetersäure. Demnach bestehen die von Riegel gefundene 
Schwamm- und Boletsäure aus Weinsteinsäure, Citronensäure und Äpfel- 
säure. ““ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 5, 196, 1856) 
extrahierte 2 kg zerquetschte Beeren der Heckenkirsche, Lonicera xylo- 
steum, zuerst mit Äther, dann mit Alkohol und schließlich mit Wasser. 
Mit dem wässerigen Auszug wurden eine ganze Reihe Reaktionen, teils 
Fällungsreaktionen, teils Farbenreaktionen angestellt, durch welche aber 
die Säure keineswegs als Weinsäure gekennzeichnet wird. Enz schließt 
aus diesen Reaktionen: ‚‚Wässeriger Auszug unter anderem Weinsäure“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


E. Schreiner (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 5, 207, 1856) 
digerierte 12 Unzen Schlehen, Prunus spinosa, mit Wasser und fällte den 
wässerigen Auszug mit Bleizucker. Das Filtrat vom Bleiniederschlag wurde 
mit Ammoniak gesättigt und der hierbei entstehende Niederschlag ab- 
filtriert. Das Filtrat vom Ammoniakniederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff entbleit, zur Sirupdicke eingedampft und ergab ‚‚einen schönen 
roten, sauersüß schmeckenden Sirup, von dem ein Teil mit Kalilauge par- 
tiell gesättigt, ein weißes, kristallinisches Pulver abschied, welches mit 
Weingeist gewaschen und getrocknet beim Erhitzen nach verbrennendem 
Zucker roch und verkohlte, folglich Weinstein sein mußte“. ‚Ein anderer 
Teil des Sirups, mit Wasser verdünnt, filtriert und mit Kalkwasser versetzt, 
ließ allmähich einen Niederschlag fallen, der ebenfalls unter Verbreitung 
eines Geruchs nach verbrennendem Zucker verkohlte, also weinsteinsaurer 
Kalk war.“ Durch diese Versuche ist die Gegenwart von mehreren organi- ` 
schen Säuren — eisengrünender Gerbsäure, Äpfelsäure und Weinsäure — in 
den Schlehen unzweifelhaft nachgewiesen.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Witistein (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 6, 192, 1857) 
untersuchte den Saft, den der Weinstock, Vitis vinifera, zu Anfang des 
Frühlings, vor dem Ausbruch der Blattknospen, an den frischen Schnitt- 
flächen des Stammes und der Zweige absondert. 50 Unzen Saft wurden 
bei gelinder Wärme verdunstet, wobei sich eine feine, körnige, kristalline 
Masse ausschied, die nur wenige Gran betrug, gelblichweiß und völlig ge- 
schmacklos war. ‚In Salzsäure löste sich die kristalline Materie leicht auf; 
als man die Lösung in einem Uhrglas mit etwas Kalilauge versetzte und 
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mit einem Glasstab umrührte, erfolgte bald eine pulverig kristallinische 
Abscheidung von Weinstein. Die in Rede stehende Substanz bestand 
folglich wesentlich aus weinsteinsaurem Kalk.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. l 


J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 8, 311, 1859) 
preßte Holunderbeeren, Sambucus nigra, aus und fällte den filtrierten Saft 
mit Bleizucker. Der lackmusblaue Niederschlag löste sich nicht voll- 
kommen in Essigsäure; die Lösung gab beim Erkalten ‚‚feine, nadelförmige 
Kristalle, die, mit Wasser erhitzt, zu einer harzähnlichen Masse zusammen- 
schmolzen, die nach dem Erkalten spröde war“. Das Filtrat vom Blei- 
niederschlag gab mit Ammoniak einen schmutzig hellblauen Niederschlag, 
der mit Wasser ausgekocht wurde. Nach dem Entbleien des Niederschlags 
mit Schwefelwasserstoff wurde eingedampft; der so erhaltene Sirup gut 
mit Kalilauge versetzt, ergab ‚ein wenig weißes kristallinisches Pulver, das, 
mit Weingeist gewaschen und getrocknet, beim Erhitzen nach verbrennendem 
Zucker roch. Ein anderer Teil mit Kalkwasser versetzt, ließ allmählich 
einen Niederschlag fallen, welcher sich größtenteils in Salmiak löste — 
Weinsäure —.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 9, 15, 1860) 
digerierte 1 Unze der zerschnittenen Wurzeln des Zwergflieders, Sambucus 
ebulus, mit 80 proz. Alkohol und filtrierte heiß. Im Filtrat entstand nach 
Zusatz von Äther ein weißes, flockiges Pulver (Saponine); dieses wurde 
abfiltriert und der Alkohol verdampft, ‚Rückstand in Wasser aufgenommen, 
von Unlöslichem abfiltriertt. Kalkwasser bewirkte nach und nach einen 
hellgelben Niederschlag, welcher durch Salmiaklösung vollständig ver- 
schwand: Weinsäure.‘‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Deschamps (Ann. de Chim. et de Phys. (4) 1, 457, 1864) zog die ge- 
trockneten Samenkapseln des Schlafmohns, Papaver somniferum, mit 
kochendem Wasser aus und fällte das klare Filtrat mit neutralem Blei- 
acetat. Der Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das 
Filtrat vom Bleisulfid mit 95ögrädigem Alkohol behandelt, der Niederschlag 
abfiltriert, Soda im Überschuß hinzugefügt und absitzen gelassen. Nach 
dem Filtrieren wurde der Alkohol abdestilliert, wiederum mit Bleiacetat 
gefällt, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, zur Hälfte mit Ammoncarbonat 
.gesättigt, eingeengt und an einen warmen Ort zur Kristallisation gestellt. 
Das ausgeschiedene und abfiltrierte Salz wurde mit 80grädigem Alkohol 
behandelt. ,‚‚Das in Alkohol unlösliche Ammoniumsalz wurde mit heißem 
Wasser behandelt, filtriert und sich selbst überlassen. Man erhält ein weißes 
Salz, das leicht zu reinigen ist, da es leicht kristallisiert. Das Salz ist Am- 
moniumbitartrat.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


H. Ludwig (Arch. d. Pharm. 198, 36, 1870) zog Astragaluszweige mit 
warmem Wasser aus und extrahierte den zur Trockne eingedampften 
Auszug mit 90 proz. Alkohol. Das in Alkohol Unlösliche wurde mit Wasser 
aufgenommen, mit Bleizucker gefällt und der geringe Niederschlag mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die nur in geringer Menge erhaltene Säure 
ließ nur wenige Reaktionen zu, ‚aus denen aber hervorging, daß keine 
Gerbsäure vorhanden war, wohl aber etwas Weinsäure‘. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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V. Leiner (Pharm. Zeitschr. f. Rußland 10, 687, 1871) digerierte mit 
Äther und Alkohol erschöpfte Vanillefrüchte, Vanilla planifolia, mit Wasser, 
fällte mit Bleiacetat und entfernte aus dem Bleiniederschlag durch Aus- 
kochen mit Wasser das äpfelsaure Blei. Der in kochendem Wasser unlös- ' 
liche Teil des Bleiniederschlags wurde mit Essigsäure digeriert und vom 
Ungelösten abfiltriert. ‚‚Zu der braunen essigsauren Lösung wurde jetzt 
Ammoniak bis fast zur Neutralisation hinzugefügt, wodurch sich der in 
Essigsäure gelöste Teil des Bleiniederschlags wieder abschied, welcher nun 
gesammelt, in dem mehrfachen Volumen absoluten Alkohols suspendiert 
und durch Schwefelwasserstoff zersetzt wurde.‘ In dem eingedampften 
Filtrat vom Bleisulfid brachte ‚‚Chlorcalecium und Kalkwasser einen Nieder- 
schlag hervor, welcher sich in Chlorammonium wieder löste‘. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

E. v. Gorup-Besanez (Ann. d. Chem. u. Pharm. 161, 225, 1872) zog zer- 
quetschte Blätter des wilden Weins, Vitis hederacea, mit Wasser aus, 
schied das Eiweiß durch Kochen ab und dampfte den filtrierten Auszug 
zu einem dünnen Sirup ein. Beim Stehen an einem kühlen Orte schieden 
sich reichlich Kristalle aus, die sich als ein Gemenge von weinsaurem Kalium, 
neutralem weinsaurem Calcium und etwas Gips erwiesen. Die Mutter- 
laugen dieser Kristallisationen mit 90 proz. Alkohol . vermischt, schieden 
Weinstein, Gummi und Gips aus. Das Filtrat hiervon nach Verjagen des 
Alkohols mit Wasser verdünnt und mit Bleizucker gefällt, gab nach Zer- 
legen des Bleiniederschlags mit Schwefelwasserstoff Weinsäure ‚‚bestimmt 
durch die Eigenschaften, den Wassergehalt und die Molekularbestimmung 
des Kalksalzes‘“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

v. Dragendorff (Arch. d Pharm. 212, 106 und 121, 1878) entfernte 
aus einer wässerigen Abkochung des abessinischen Heilmittels Add-Add, 
Blätter von Celastrus obscurus, den Pflanzenschleim durch Alkohol. Nach 
dem Abdestillieren der flüchtigen Bestandteile wurde die Gerbsäure durch 
Kupferacetat gefällt, schnell filtriert und das Filtrat mit Bleiacetat versetzt. 
Hierdurch wurden die Pflanzensäuren gefällt. Nach Zerlegen des Blei- 
niederschlags mit Schwefelwasserstoff, ergab eine qualitative Untersuchung 
vorzugsweise die Gegenwart von Weinsäure (Fällbarkeit durch Kalkwasser 
in der Kälte, Löslichkeit des Niederschlags durch Chlorammon). 

Weiter wurde nach dem gleichen Arbeitsverfahren Tschuki oder Zer- 
schlitt, Blüten und Früchte von Ubyaea Schymperi untersucht. ,,Die 
‘ qualitative Analyse ergab die Anwesenheit von wenig Oxalsäure und 
Citronensäure und etwas mehr Weinsäure.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

W.@Gruening (Arch. d. Pharm. 220, 594, 1882) extrahierte 200 g der 
Rhizome der weißen und gelben Teichrose, Nymphaea alba und lutea, mit 
Wasser. Der wässerige Auszug wurde durch Kupferacetat von Gerbsäure 
befreit, aus dem Filtrat das Kupfer durch Schwefelwasserstoff entfernt 
und dann mit Bleiacetat gefällt. Der Bleiniederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, mit Natronlauge neutralisiert und mit Chlorcalcium 
und Kalkwasser versetzt. Der verhältnismäßig große Niederschlag enthielt 
die Kalksalze der Weinsäure und Oxalsäure, letztere jedoch nur in geringer 
Menge. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

A.Hiüger und L. Gross (Landwirtschaftl. Versuchsstationen 88, 178, 
1887) untersuchte die jungen Schößlinge, die Ranken, junge und ältere 
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Blätter, junges und reifes Holz, reife und halbreife Früchte des Weinstocks, 
Vitis vinifera, und zwar in frischem Zustande. Die einzelnen Teile wurden 
zerquetscht, ein wässeriger Auszug hergestellt und nach Entfernung der 
Eiweißstoffe durch Koagulieren mit basisch essigsaurem Bleioxyd gefällt. 
Aus dem mit Schwefelwasserstoff zerlegten Bleiniederschlag schied sich 
nach dem Eindampfen eine reichliche Kristallisation aus. Ein Teil der 
Mutterlaugen wurde mit kohlensaurem Natron neutralisiert, wodurch ein 
kristalliner Niederschlag erhalten wurde. Der zweite und größere Teil der 
Mutterlauge wurde nach vergeblichen Versuchen, die färbenden Bestand- 
teile zu isolieren, zur Trockne eingedampft und mit wenig Wasser wieder 
aufgenommen. Nach monatelangem Stehen wurden nochmals kristallinische 
Abscheidungen erhalten, die mit den übrigen vereinigt wurden. Die ver- 
einigten kristallinen Körper wurden mit Wasser zu einer gesättigten Lösung 
aufgenommen und nach den folgenden zwei Methoden untersucht. 

l. „Zu der gesättigten Lösung wurde essigsaures Kali in alkoholischer 
Lösung, dann die Hälfte des Volumens Alkohol hinzugefügt und im ge- 
schlossenen Kolben mehrere Tage stehen gelassen. Die Weinsäure schied 
sich in reichlicher Menge als Bitartrat ab. Durch Versetzen mit frischem 
Kalkwasser bis zur schwach sauren Reaktion wurde die Oxalsäure aus- 
gefällt. Durch vollständiges Ausfällen mit Kalkwasser wurde nun wein-oxal- 
und citronensaurer Kalk ausgeschieden. Dieser wurde nach dem Ab- 
filtrieren durch etwa 10 Minuten langes Erwärmen mit Kalilauge auf dem 
Woasserbade getrennt. Weinsteinsaurer Kalk geht in Lösung, citronen- 
und oxalsaurer nicht.‘ 

2. Der zweite Teil der gesättigten Lösung wurde mit Ammoniak neu- 
tralisiert und bis zur beginnenden Kristallisation eingedampft. Dann wurde 
nochmals mit Ammoniak neutralisiert, ungefähr das zweifache Volumen 
Alkohol zugegeben und die gesamte Masse im geschlossenem Gefäß stehen 
gelassen. Nach mehreren Tagen hatte sich eine Kristallmasse abgeschieden, 
die aus weinsaurem, oxalsaurem und citronensaurem Ammon bestehen 
konnte. Zur Trennung wurde mit Essigsäure angesäuert, und nach dem 
Aufnehmen mit Wasser mit alkoholischem, essigsaurem Kali die Weinsäure 
ausgefällt. ‚Die Erkennung der Weinsäure in den einzelnen Fällen war 
auf folgende Reaktionen basiert: Löslichkeit des weinsauren Kalks in 
Kalilauge und Ammonchlorid, Fällbarkeit durch alkoholische Kalium- 
acetatlösung und Verhalten gegen Silbersalze‘‘ Nach diesem Verfahren 
fanden die Forscher Weinsäure ın den Ranken, Blättern und halbreifen 
Früchten. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


K. Fritsch (Arch. d. Pharm. 227, 219, 1880) preßte Cantarellus cibarius 
in möglichst frischem Zustande aus und versetzte den Saft mit Calcium- 
carbonat. Die gesammelten und mit Wasser gewaschenen Calciumnieder- 
schläge wurden in die Kaliumsalze umgewandelt und diese mit heißem 
Wasser aufgenommen. Die schwach mit Essigsäure übersättigte Lösung 
wurde mit Calciumchlorid versetzt, die Mischung 24 Stunden stehen ge- 
lassen, das abgeschiedene Calciumoxalat abfiltriert und das Filtrat mit 
Kalkwasser schwach alkalisch gemacht. Es schied sich ein voluminöser, 
bald kristallinisch werdender Niederschlag aus, der durch folgende Reak- 
tionen als weinsaurer Kalk gekennzeichnet wurde: das weinsaure Calcium 
konnte bereits durch seine Löslichkeit in Chlorammonlösung und Kalilauge 
von den Kalksalzen anderer Säuren unterschieden werden. Über das 
Natrium- und Bleisalz wurde die freie Säure hergestellt. Ihre Lösung wurde 
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mit Kaliumacetat versetzt, wodurch sehr bald der charakteristische Nieder- 
schlag des sauren weinsauren Kaliums, der sich in kochendem Wasser, 
Alkalien und Säuren löste, entstand. Die freie Säure, auf dem Platinblech 
verbrannt, gab Karamelgeruch. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


F. Oelze (Sitzungsber. d. phys.-med. Soc. in Erlangen 1890, Heft 22, 
S. 17) unterwarf 100g Blüten der Preißelbeeren, Vaccinium vitis idaea, 
der Wasserdampfdestillation, zog den Destillationsrückstand mit Wasser 
aus und fällte den wässerigen Auszug mit Bleiacetat. Die Fällung wurde 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat vom Bleisulfid mit Äther 
ausgeschüttelt. ‚‚Die mit Äther ausgeschüttelte Lösung wurde mit Natrium- 
carbonat neutralisiert, Kalkwasser beigefügt und mit einem Überschuß 
von Calciumchlorid versetzt. Es entstand ein geringer Niederschlag von 
weinsaurerm Calcium.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


W. Kaupitz (Pharm. Zentralhalle f. Deutschl. 41, 347, 1900) unter- 
suchte den rotbraunen, krustenartigen Bodensatz eines 1 Jahr gelagerten 
Himbeersafts, Rubus idaeus. Nach Entfernung des Farbstoffs war er 
ein weißes, fein kristallines Pulver, welches unter dem Mikroskop die Kristall- 
form des Weinsteins zeigte. Der kristallinische Niederschlag wurde ge- 
sammelt und mit demselben versucht die für die Weinsäure charakteristi- 
schen Reaktionen zu erhalten; der Erfolg konnte als positives Resultat 
bezeichnet werden.“ Das Auftreten der Weinsäure und namentlich des 
Weinsteins führt Verfasser auf stille Gärung zurück. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


L. O. Schlotterbeck und H. CO Watkins (Journ. of the Amer. Chem. 
Soc. 25, 600, 1903) perkolierten nach der Behandlung mit Chloroform 
kletternden Erdrauch, Adlumia cirrhosa, mit heißem Wasser und engten 
den Auszug ein. Beim Erkalten setzte sich ein Bodensatz ab, der mit Wasser 
gut gewaschen wurde. Die Masse — ein Gemisch von Ammonium- und 
Calciumsalzen — wurde in heißem Wasser unter Zusatz von etwas Essig- 
säure gelöst, mit basischem Bleiacetat gefällt, der Niederschlag mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid eingeengt, mit Alkohol aus- 
gekocht und filtriert. Aus dem Filtrat setzte sich beim Abkühlen ein weißer 
Niederschlag ab, der Calcium enthielt und in dem Calciumtartrat vermutet 
wurde. Er wurde in Essigsäure gelöst und mit ammoniakalischer Silber- 
lösung versetzt, beim ‘Kochen setzte sich ein Silberspiegel ab. Die freie 
Säure wurde durch Calciumhydroxyd in der Kälte gefällt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


S. Kostyschew (Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 381, 1910) verrieb 750 g 
frisch ausgelesene Pilze, Psalliota Campestris, mit Quarzsand, versetzte 
mit 3 Liter Wasser und kochte 1 Stunde unter Rückfluß. Der rote, gegen 
Lackmus und Kongorot neutrale Extrakt wurde filtriert, mit basischem 
Bleiacetat gefällt und der Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Das Filtrat vom Bleisulfid ‚‚enthielt eine bedeutende Menge Phosphorsäure, 
neben welcher nur Spuren von Äpfelsäure und Weinsäure vorhanden waren“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Ch. Ordonneau (Bull. de la Soc. chim. de Paris (3) 6, 261, 1891) 
erhielt durch Behandeln des Saftes grüner Trauben, Vitis vinifera, mit 
Caleciumcarbonat oder mit Kalk einen voluminösen Niederschlag, der 
manchmal 20 g pro Liter ausmachte. Dieser Niederschlag setzt sich aus 
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einer Mischung von zwei Salzen zusammen: das eine, orthorhombische 
Kristalle, ist weinsaurer Kalk, das andere besteht aus nadelförmigen 
Kristallen, manchmal nach Art des Asbestes gruppiert. Wenn der Nieder- 
schlag mit demselben Traubensaft gekocht wird, kristallisiert beim Erkalten 
nach dem Filtrieren das Salz vollkommen weiß aus. Man erhält so einen 
unlöslichen Niederschlag von weinsaurem Kalk und einer Kristallisation 
des anderen Salzes. Der Forscher nimmt an, daß es ein Doppelsalz von 
: weinsaurem und äpfelsaurem Kalk ist. Wird es mit einer starken Säure 
behandelt, so verwandelt es sich in weinsauren Kalk und Calciumbimalat. 
Die Kalkbestimmungen stimmen auf die Formel eines Doppelsalzes von 
1 Molekül weinsaurem Kalk und 1 Molekül äpfelsaurem Kalk plus 6 Mole- 
külen Wasser. Der genaue Nachweis, daß in dem fraglichen Salz tatsächlich 
ein derartiges Doppelsalz vorliegt, fehlt. Die Calciumbestimmung allein 
genügt nicht um dies nachzuweisen. 
Der Nachweis ist unzureichend. 


P. Metzger (Dissertation, München 1896) untersuchte das fein ge- 
raspelte Holz 50 bis 60jähriger Eichen, Quercus pedunculata. ,,Die 
wässerigen, braun gefärbten Auszüge der mit Chloroform und absolutem 
Alkohol extrahierten Hölzer wurden mit neutralem Bleiacetat gefällt, der 
Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt, und das Filtrat vom 
Bleisulfid zur Entfernung des Gerbstoffs und der Gallussäure mit einer 
Mischung von Essigäther und Äther ausgeschüttelt. Die wässerige Lösung 
wurde dann zur Prüfung auf Dicarbonsäuren mit einer Lösung von Calcium- 
chlorid und Kalkwasser bis zur alkalischen Reaktion versetzt. Der dabei 
gebildete Niederschlag bestand, wie sich nachher herausstellte, aus wein- 
saurem und in untergeordneter Weise aus oxalsaurem Kalk. Er wurde in 
kalter Kalilauge gelöst, worin er sich größtenteils löste. Aus dieser Lösung 
schied sich das Calciumsalz beim Kochen wieder als gallertartige Masse ab. 
Die alkalische Lösung wurde mit Bleiacetat versetzt, der entstandene 
Bleiniederschlag durch Schwefelwasserstoff zerlegt, vom Bleisulfid ab- 
filtriert und das Filtrat zur Kristallisation eingedampft. Es schieden sich 
lange, wasserhelle Kristallnadeln aus, die in Wasser und Alkohol leicht 
löslich waren. Die wässerige Lösung derselben reduzierte beim Erhitzen 
ammoniakalische Silberlösung und gab mit Kaliumacetat einen deutlich 
kristallinischen Niederschlag. Beim Verbrennen auf Platin tritt der Geruch 
nach verbranntem Zucker auf. Mit konzentrierter Schwefelsäure entwickelte 
sich unter reichlicher Kohlenstoffabscheidung Kohlendioxyd und Kohlen- 
oxyd, welch letzteres mit blauer Flamme brannte.“ Das Silbersalz gab 
einen gut auf weinsaures Silber stimmenden Silberwert. 


Die qualitativen Reaktionen sind nicht ausreichend, um die Saure sicher 
als Weinsäure zu kennzeichnen und ebenfalls genügt hierzu nicht eine einzige 
Silberbestimmung; man kann nur als wahrscheinlich annehmen, daß im 
Eichenholz Weinsäure enthalten ist. 


E. O. v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 24, 3299, 1891) 
untersuchte die Kalkniederschläge bei der Zuckerdarstellung aus unreifen 
Zuckerrüben, Beta vulgaris. Das Arbeitsverfahren ist nicht angegeben. 
Neben Äpfel- und Glutarsäure wurde Weinsäure gefunden und diese durch 
ihren Schmelzpunkt, ihren Drehungswert und eine Wasser- und Calcium- 
bestimmung im Kalksalz gekennzeichnet. 

Es dürfte sicher sein, daß in den unreifen Zuckerrüben Weinsäure ent- 
halten ist. 
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E. O. v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 47, 3094, 1914) 
konnte aus den kalkhaltigen Niederschlägen, die sich bei der Zuckerdar- 
stellung aus Ahornsaft, Acer saccharinum, an den Wänden der Verdampf- 
pfanne abgeschieden hatten, nach seinem Verfahren (Ber. 11, 707, 1878); 
Ber. 12, 1649, 1879) Äpfelsäure, Weinsäure und Tricarballylsäure nach- 
weisen. Die Isolierungsmethode der Weinsäure findet sich jedoch nicht 
angegeben. Die Weinsäure wurde durch ihren Schmelzpunkt, eine gut 
‚stimmende Elementaranalyse und durch eine Wasser- und Calciumbe- 
stimmung des Kalksalzes gekennzeichnet. 

Es dürfte sicher sein, daß im Zuckerahornsaft Werte enthalten ist. 


Edmund O.v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 55, 3038, 
1922) konnte aus Vogelbeerensaft, Pirus Aucuparia — wie ist nicht genauer 
angegeben —, Weinsäure isolieren. Sie wurde durch die Drehung, den 
Schmelzpunkt und durch eine Wasser- und Bariumbestimmung des Barium- 
salzes gekennzeichnet. 

Es dürfte sicher sein, daß in den Vogelbeeren Weinsäure vorkommen 
kann. 


Literatur, die uns nicht zugänglich war. 


Amer. Journ. of Pharm. 76, 151, 1904, Frankforter;, Ann. de Chim. 
anal. appl. 6, 85, 1901, Truchon; Arch. d. Pharm. (1) 88, 272, 1831, Gerber; 
ebendaselbst (2) 90, 30, 1844, Stickel; ebendaselbst 188, 148, 1855, Cassel- 
mann; ebendaselbst (3) 200, 136, 1872, Hermbstaedt; ebendaselbst (3) 200, 
159, 1872, Flueckiger; Pharm. Zeitschr. f. Rußl. 20, 473, 1881, Treffner; 
Thoms Ann. 5, 109, Prout; Dissertation, Dorpat 1902, Karges; Zeitschr. 
d. allgem. österr. Apothekerver. 44, 243, 1905, Kunz und Adam; eben- 
daselbst 59, 797, 1905, Adam; Verhandl. d. schweiz. Apothekerver. 1845. 


Zusammenfassung. 


Bei der kritischen Durchsicht des Schrifttums über das Vorhandensein 
der Weinsäure in den Pflanzen zeigt sich, daß von den 82 Pflanzen, ın 
denen diese Säure vorkommen soll, nur fünf übrig bleiben, in denen ste 
sicher, und eine, in der sie wahrscheinlich nachgewiesen ist. Wahrscheinlich 
ist die Säure nachgewiesen in der Eiche, Quercus pedunculata (Holz), und 
sicher in 1. Weinstock, Vitis vinifera (Beeren). 2. Tamarınden, Tama- 
rindus indica (Frucht). 3. Zuckerrübe, Beta vulgaris (unreife Rübe). 
4. Zuckerahorn, Acer saccharinum (Blutungssaft). 5. Vogelbeere, Pirus 
Aucuparia (Beeren). 
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Über den Einfluß 
des Schwefeldioxyds auf die Atmung der Phanerogamen. 


Von 


Julius Stoklasa. . 


(Unter Mitwirkung von J. Šebor, V. Zdobnicky und V. Nekola.) 


(Aus der chemisch-physiologischen Versuchsstsation an der böhmischen 
technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der jetzige Stand unserer Forschungen über die Verbreitung des 
Schwefeldioxyds in der Luftatmosphäre der Kohlenreviere, Industrie- 
gebiete und Großstädte führte uns zur Erkenntnis, daß dieses Gas hier 
sehr verbreitet ist. Die toxischen Wirkungen des Schwefeldioxyds 
sowie der Schwefelsäure verursachen Störungen der gesamten Stoff- 
wechselprozesse im pflanzlichen, tierischen und menschlichen Organismus, 
welche, wie durch die Arbeiten von Stöckhart, Schröder, Wieler, Wis- 
licenus usw. dargestellt wurde, ungeheure wirtschaftliche Schäden 
hervorrufen. Zu den auf diesem Gebiete gemachten Forschungen füge 
ich nunmehr noch meine ausführlichen exakten Versuche über die 
Wirkungen des Schwefeldioxyds auf die photosynthetischen und 
Dissimilationsprozesge der Pflanzen hinzu. In dieser Abhandlung 
bringe ich die Ergebnisse meiner Forschungen über den Einfluß des 
Schwefeldioxyds auf die Atmung der Phanerogamen zur allgemeinen 
Kenntnis. 

Die Einwirkung der schwefligen Säure auf die Atmung studierte 
A. Wieler. Er schlug bei seinen Studien zwei Verfahren ein. Bei dem einen 
ermittelte er an dem einen Tage die normale Atmung unter Einwirkung 
der schwefligen Säure. Nach dem anderen Verfahren ließ er an demselben 
Tage Atmung mit und ohne Säure miteinander abwechseln. Aus dem 
Unterschied in den absoluten Werten und eventuell aus dem Vergleich 
mit der normalen Atmungskurve der betreffenden Pflanzenart läßt sich 
dann feststellen, ob die Atmung durch die Säure beeinflußt wird. 

Wieler ist von der allgemeinen Annahme ausgegangen, daß die Atmung 
bei konstanter Temperatur eine konstante Größe sei, infolgedessen beab- 
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sichtigte er, für jede Versuchspflanze die Atmungsgröße in einem besonderen 
Versuch zu ermitteln. Da die Wirkung der sauren Gase auf die Atmung 
noch ebenso unbekannt war wie die auf die Assimilation, mußte Wieler 
die Prüfung vornehmen, um zu erfahren, in welcher Weise die Atmung 
durch die Säure beeinflußt wird. Diese ergab, daß die Atmung überhaupt 
bei konstanten Temperaturverhältnissen nicht, wie gewöhnlich angenommen 
wird, konstant ist, sondern daß sie ganz unregelmäßig, vielleicht sogar 
periodisch verläuft. Wieler hat diese Verhältnisse für verschiedene Pflanzen 
etwas näher untersucht. Die Atmung wurde in einem speziellen Apparat 
ermittelt. Es wurde auch so operiert, daß der durchgesogenen Luft kein 
Kohlendioxyd zugesetzt wurde. Das ausgeatmete Kohlendioxyd wurde 
von der Barytlösung in der Vorlage absorbiert. Als Versuchspflanzen 
dienten Topfpflanzen. Die Temperatur wurde möglichst konstant ge- 
halten. 


Versuche mit Prunus Laurocerasus. 


Wieler hat gefunden, daß während der Schwefligsäurewirkung die 
Atmung zum Teil unter die Werte für die normale Atmung sinkt. Bei den 
angewandten Konzentrationen, welche zwischen 1: 9000 und 1: 56000- 
lagen, findet demnach keine Beeinflussung der Atmung durch die Säure 
bei Prunus statt. Bei noch stärkerer Verdünnung wird man demnach erst 
recht keine Einwirkung erwarten dürfen. 


Versuche mit Buche. 


Wieler stellte mit Buche Versuche an, ohne daß es ihm gelungen wäre, 
eine Beeinflussung der Atmung durch die schweflige Säure festzustellen. 
Bei der Fichte stellte er mehrere Versuche an, gelangte aber zu demselben 
Resultat. Aus den Ergebnissen, die er bei Buche, Fichte und Prunus er- 
zielte, geht hervor, daß die Atmung durch die Einwirkung des Schwefel- 
dioxyds nicht gesteigert wird. 

Nun schreiten wir zur Methodik unserer Versuche. 

Bei dem Studium des Einflusses des Schwefeldioxyds auf die Pflanzen- 
arten haben wir folgende Untersuchungen vorgenommen: 

1. Bestimmung des von den Pflanzen gebildeten Kohlendioxyds. 

2. Gleichzeitige Bestimmung des ausgeschiedenen Kohlendioxyds und 
des absorbierten Sauerstoffs. 


1. Bestimmung des von den Pflanzen gebildeten Kohlendioxyds. 


Zur Bestimmung des bei der Atmung der Pflanzen gebildeten Kohlen- 
dioxyds bedienten wir uns modifizierter Apparate, wie sie von A. Meyer 
und N. T. Deleano!) benutzt und in ihrer Arbeit ‚Die periodischen Tag- 
und Nachtschwankungen der Atmungsgröße im Dunkeln befindlicher 
Laubblätter und deren vermutliche Beziehung zur Kohlensäureassimilation‘‘, 
I. und II. Teil, geschildert wurden, nur mit dem einzigen Unterschied, 
daß bei uns die Kohlendioxydbestimmung nicht mittels Barytlösung, 
sondern direkter Wägung in Kaliabsorptionsapparaten erfolgte. 

Die Versuche über die Wirkung des SO, auf die Respiration der 
Pflanzen wurden in einem speziell konstruierten Dissimilationsapparat 


1) Arthur Meyer und Nicolas T. Deleano, Zeitschr. f. Botanik 1911 
und 1913. 
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< Abb. l) mit Topfpflanzen ausgeführt, wobei der oberirdische Teil, also 

Ge Äste mit den Blättern, eventuell Blüten und der Wipfel, in Zylinder 
“on 10 Liter Inhalt gebracht wurden. Der Oberteil der Pflanzen ragte 
durch einen breiten Tubus in das Glasgefäß, welches mit einem Kork- 
stöpsel und mit Plastilin hermetisch verschlossen war. Auch der Stamm 
war an der Dichtungsstelle mit Plastilin bedeckt, auf welche Weise man 
eine luftdichte Abschließung des Vegetationsraumes erzielte. Die Glas- 
glocken waren in einem speziellen Respirationsraum aufgestellt, wo das 
Licht überall freien Zutritt hatte. Zwecks Verhinderung der Einwirkung 
der direkten Sonnenstrahlen waren Vorhänge angebracht. Unter den so 
obwaltenden Umständen konnten sich Pflanzen weiter entwickeln, da der 
Stamm weder gekickt, noch irgendwie beschädigt und gleichzeitig eine 
Verfolgung des Respirationsprozesses möglich war, ohne daß eine Ab- 
weichung von den normalen Verhältnissen eingetreten wäre, wie das sonst 
bei abgeschnittenen Baumzweigen häufig der Fall ist. Die Respirations- 
glocke hatte unten einen zweiten Tubus, durch welchen ein gebogenes 
Rohr führte, welches die ausgeatmeten Gase ableitete. Außerdem befand 
sich dort ein Thermometer und ein Rohr, das der Zufuhr von frischer Luft 
diente. Durch ein Quecksilberventil wurde ein Rührwerk luftdicht ab- 
geschlossen, welches mit Hilfe einer Transmission in Bewegung gesetzt 
wurde und eine stetige Mischung der Innenluft besorgte. Die Transmission 
ist durch einen elektrischen Motor, der tags und nachts in Bewegung war, 
betrieben worden. Die Umdrehungsgeschwindigkeit betrug 300 bis 500 Um- 
drehungen in einer Minute. Durch diese Einrichtung fand eine ständige 
Zirkulation der Luft statt, so daß die Konzentration des Schwefligsäure- 
anhydrids und des Kohlendioxyds in den Gefäßen möglichst gleichmäßig 
erhalten blieb und die schweren Gase sich nicht am Boden ansammelten. 
Die in die Glocke eingeführte Luft wurde zuerst mittels eines Wattefilters 
vom Staub befreit und passierte dann eine Sublimatlösung, hierauf wurde 
das Kohlendioxyd der Luft durch die Lauge vollständig absorbiert und 
zuletzt in Winklerschen, mit Wasser beschickten Waschflaschen mit Wasser- 
dampf gesättigt. Die völlig gereinigte Luft trat durch ein Röhrchen ober- 
halb der Respirsationszylinder ein. Es wurde ihr durch einen Glashahn 
aus einer Hempelschen Bürette gereinigtes Schwefeldioxyd, das einer 
Bombe entnommen wurde, in abgemessenen Mengen alle 48 Stunden zu- 
geführt. Das Schwefligsäureanhydrid wirkte 24 Stunden ein, worauf die 
Leitung mit den Absorptionsapparaten verbunden wurde. Die Luft wurde 
am Boden abgesaugt, durch zwei U-Röhren, die mit Bimsstein und Pb 0,?) 
beschickt waren, von Schwefeldioxyd befreit, worauf durch eine Wasch- 
flasche 3proz. Wasserstoffsuperoxyd geleitet wurde. Auf diese Weise war 
dann die Luft frei von Schwefeldioxyd und ist in einer mit konzentrierter 
Schwefelsäure beschickten Winklerschen Schlange, ferner in einer Chlor- 
caleciumröhre und einer CuSO,-Röhre getrocknet worden. Hierauf wurde 
in einer mit Natronkalk gefüllten Röhre, sowie in einem mit KOH-Lösung 
gefüllten Geisslerschen Apparat und in einer mit CaCl, gefüllten U-Röhre 
das ausgeatmete Kohlendioxyd aufgefangen. Nach je 24 Stunden wurde 
die sich im Laufe der vorerwähnten Zeit angesammelte Kohlendioxyd- 
menge festgestellt. Die durchgeleitete Luftmenge betrug 24 Liter. Sodann 


1) Um uns zu überzeugen, ob tatsächlich Bimsstein mit PbO, gefällt 
das Schwefeldioxyd energisch absorbiert und in Schwefelsäure überführt, 
haben wir viele Versuche ausgeführt, welche durchwegs positiv ausfielen. 
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wurde in den Apparat wieder Schwefligsäureanhydrid eingeführt und ohne 
Luftzirkulation 24 Stunden einwirken gelassen. Zu derselben Zeit wurde 
ein Parallelversuch ohne Schwefeldioxyd mit womöglich gleichen Pflanzen 
in einer gleichartig beschaffenen Glasglocke ausgeführt. Der Verlauf des 
Versuchs war folgender: 

Es wurden zwei Respirationszylinder zusammengestellt und in jeden 
derselben eine Pflanze eingesetzt. Beide Versuchspflanzen waren gleich 
groß. Von beiden Pflanzen wurden Ästchen mit Nadeln als Proben ab- 
geschnitten und hierauf separat in den Nadeln und Ästen der Schwefel- 
trioxydgehalt bestimmt. Nachdem die Pflanzen in den Respirationszylindern 
hermetisch verschlossen und abgedichtet waren, wurde 24 Stunden lang 
reine Luft hindurchgeleitet, damit das Kohlendioxyd aus den Apparaten 
entfernt wird. Sodann ließ man die Pflanzen, ohne die Luft abzusaugen, 
24 Stunden stehen; ebenso lange wurde die Luft durch die Kohlendioxyd- 
absorptionsapparate aspiriert, worauf wieder eine 24stündige Ruhepause 
mit einer darauffolgenden 24stündigen Aspiration folgte, usf. Während 
dieser Periode wurde kein Schwefligsäureanhydrid zugesetzt. 

Dieser Vorversuch dauerte drei- bis viermal 48 Stunden, und es wurden 
in beiden Versuchsanordnungen drei bis vier Daten bezüglich des aus- 
geatmeten Kohlendioxyds gewonnen, aus welchen das gegenseitige Ver- 
hältnis beider Fichten, nämlich die Differenz in der ausgeatmeten Kohlen- 
dioxydmenge ohne Schwefeldioxydeinwirkung festgestellt wurde. 

Dann erst wurde in der vorbeschriebenen Weise in einen Respirations- 
zylinder Schwefligsäureanhydrid eingeführt und in 48stündigen Inter- 
vallen die ausgeatmete Kohlendioxydmenge ermittelt. Die Unterschiede 
zwischen der normalen Atmung und jener unter Einwirkung von Schwefel- 
dioxyd traten infolge des Einflusses der Schwefeldioxydwirkung auf die 
Respirationstätigkeit der Pflanzen auf. Nach Beendigung der Versuchs- 
reihen wurden wieder Schwefeltrioxydbestimmungen in den einzelnen 
Pflanzenteilen vorgenommen. 


Im folgenden geben wir die gewonnenen Resultate wieder. 

l. Dem Respirationszylinder mit der Fichte wurde in den an- 
geführten Intervallen 7,5 ccm, also 21,45 mg Schwefeldioxyd gegeben, 
welche Menge einer Konzentration von 0,075 Vol.-Proz. entspricht, 
die schon akut schädlich zu wirken vermag. Der Zusatz von Schwefel- 
dioxyd wurde viermal wiederholt, so daß die Gesamtmenge des 
Schwefeldioxyds 30 ccm, oder 85,8 mg betrug. Das Trockengewicht der 
geschwefelten Fichte hetrug 26,6 g, jenes der nichtgeschwefelten 26,1 g 
Es haben somit auf 100g der Substanz berechnet in einer Periode 
80,6mg Schwefeldioxyd, in allen vier Zeitabschnitten 322,5 mg Schwefel- 
dioxyd gewirkt. Dabei ist jedoch zu berücksichtigen, daß ein gewisser 
Teil von Schwefeldioxyd in dem transpirierten, an den Glaswänden 
sich niederschlagenden und am Boden sich ansammelnden Wasser 
gelöst war, sowie daß ein Teil durch die oxydierende Wirkung der von 
den Pflanzen ausgeschiedenen Terpene zu Schwefelsäure oxydiert 
wurde. Deshalb spülte man nach Beendigung des Versuchs das gesamte 
kondensierte Wasser aus, das Bäumchen wurde mit destilliertem Wasser 
vewaschen und die Flüssigkeit in einer Meßflasche gesammelt. In der 
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Lösung wurden 0,0262 g Schwefeltrioxyd, das sind 0,0210 g Schwefel- 
dioxyd gefunden. Diese Menge muß von der Gesamtmenge des Schwefel- 
dioxyds abgezogen werden, denn sie kam nicht zur Wirkung. 






































Gesamtmenge an Schwefeldioxyd . . . . 85,8 mg 
KERN ae a er ENEE, 2" ia 
Wirksame Schwefeldioxydmenge.. . . . . 64,8 mg 
Dies entspricht pro 100 g Trockensubstanz des Bäumchens 243,6 mg 
Schwefeldioxyd. 
In der nachstehenden Tabelle I sind die Versuchsresultate angeführt: 
Tabelle I 
bolg maison slagg 
yaa | ns Saiäsë,l 083 |da t 
| BaS | S$ | s3 | 2839| xg |agg iS u 
| BE 2 jag ag SEF ei eg 
im SA v ke i a , = er} 
3| a> | g> [33.8 Ant Ve BA 
Gia 2E =E | 0882 933 | E25 piia 
Ra 49 3° o°" | BE we: 
IOR8| o Ò ER d jA Ss 
eegal unt aan ER ee ee 
Unter Ein- ` Wurzeln . . .! 682 — 0762| 51,968| 7620| -+ 151,0 
wirkung d. ` Stamm u. Äste | 11,57 | 0,769 | 1,054 | 121,948 | 1054,0 | + 273,0 
Schwefel- ` Nadeln . . . | 8,21 | 0,758 | 1,193 | 97,945 | 1193,0 || -+ 458,0 
dioxyds | Summe . . . 26,60, — — |271,861 1022,0 | + 312,9 
Ohne Ein- | Wurzeln... 871| — |0,611| 53,218 611,0 | = 
wirkung d. ` Stamm u. Äste. 8,78 | 0,778 | 0,781 | 68,572 1810 | CR 
Schwefel- Nadeln . . . 8,62 0,741 | 0,735, 63,357| 735,0. — 
dioxyds Summe . | |] 211 — | — lıss17| 7091| — 





Die Temperatur bei unseren Atmungsversuchen betrug durch- 
schnittlich 18 bis 20°C. 

Die Daten der folgenden Tabelle II beziehen sich auf die aus- 
geatmeten Kohlendioxydmengen und sind in Milligrammen ausgedrückt. 
Die Versuchspflanze I war unter der Einwirkung des Schwefeldioxyds, 
die Versuchspflanze II stand nicht unter dem Einflusse des Schwefel- 
dioxyds. 


Unsere Beobachtungen haben demgemäß zu folgendem Resultat 
geführt: 

Die erste Dosis von Schwefeldioxyd setzte die Atmungsintensität 
nicht herab, dies konnte erst bei der zweiten und dritten Dosis wahr- 
genommen werden. Demgemäß wirkte die erste Dosis von 80 mg 
Schwefeldioxyd auf 100 g Substanz noch nicht besonders schädlich, eine 
Schädigung konnte vielmehr erst bei 180 mg Schwefeldioxyd auf 100 g 
Trockensubstanz konstatiert werden. Diese Menge wurde jedoch erst 
bei dem dritten und vierten Zusatz erreicht. 





| WS 
S Produzierte Kohlendioxyd» l ER 
| menge nach 48 Stunden | 


| 2280mg | 1910mg  -+37,0mg. 











Vorperiöde A — | 263,5 „ 209,0 ,, 545. 
EN EEE ee. ee e 
Durchschnitt A| = | 2530mg | 2025mg | 50,5mg 


a | ” | Mit so, | Ohne 80, , — 


Hl 


Unter dem 1.Gabe 7,5 com BO, Zbobug : 214,5mg + 42,0 mg 
Einfluse des 2. „ 75 o on 188,5,, 186,5 ,, — 20, 
Schwefel- Z ED ap wi N80 ' 186,0 „, — BA 
dioxyds B 4 „ 75 u» | 173,5 „ ! 197,0 „ 1-35, 

- as - — BE - Ze Së Į — = 
Durchschnitt B | ` SS 191mg 196,0mg | + 3,1mg 
A bis B | = | _539mg | —65mg || —47,4mg 


Aus den Dissimilationsversuchen in der Vorperiode ist zu ersehen, 
daß bei den Fichten die Kohlendioxydproduktion in ziemlich gleicher 
Weise vor sich ging. Im Durchschnitt fanden wir bei der ersten Fichte 
253 mg, bei der zweiten Fichte 202,5 mg produzierten Kohlendioxyds, also 
eine durchschnittliche Differenz von 50,5 mg. Unter dem Einflusse des 
Schwefeldioxyds wurden durchschnittlich 199,1 mg Kohlendioxyd 
ausgeatmet. Subtrahieren wir diese Menge von der früheren Durch- 
schnittsmenge (253 mg), so ergibt sich eine Minderproduktion an Kohlen- 
divxyd von 53,9 mg, was 21 % entspricht. Wo das Schwefeldioxyd nicht 
in den Respirationsapparat gelangte, wurden durchschnittlich 202,5 mg 
und bei unseren späteren Atmungsversuchen 196 mg Kohlendioxyd 
ausgeatmet. Ziehen wir letzteres Quantum an ausgeatmetem Kohlen- 
dioxyd wieder von der im ersten Falle produzierten Kohlendioxydmenge 
(202,5 mg) ab, so finden wir in der Atmung eine Depression von 6,5 mg 
Kohlendioxyd, was natürlich nur einem Versuchsfehler zuzuschreiben 
ist. Wenn wir dann diese als Versuchsfehler zu betrachtende Kohlen- 
dioxydmenge von der sich unter dem Einflusse des Schwefeldioxyds 
ergebenden Differenz an ausgeatmetem Kohlendioxyd (53,9 mg) sub- 
trahieren, so finden wir, daß de facto eine Depression in der Atmungs- 
intensität von 47,4:mg Kohlendioxyd stattgefunden hat. 

Die Herabsetzung der Atmungstätigkeit durch den Einfluß des 
Schwefeldioxvds ist somit unzweifelhaft festgestellt, und zwar ist die 
Respiration um so geringer, je größer die zugesetzte Schwefeldioxyd- 
menge war. Bei der vierten Dosis sank die Atmungsintensität auf 
173,5 mg, also um 79,5 mg oder 31%. 
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Habituell unterschied sich das geschwefelte Fichtchen nach dem 
Versuche, der 8 Tage dauerte, nur wenig von jenem des ungeschwefelten, 
doch ließen sich wesentliche Störungen in dem Chlorenchym auf mikro- 
skopischem Wege konstatieren. 


2. Bei dem zweiten Versuche erfolgte ein Zusatz von 50 ccm Schwefel- 
dioxyd, das sind 0,5 Vol.-Proz. Es gelangten insgesamt 250 ccm Schwefel- 
dioxyd in fünf Dosen zur Wirkung. Sonst war die Versuchsanordnung 
die gleiche wie in den vorhergehenden Versuchen; eine Dosis entsprach 
143 mg, die Gesamtmenge 715 mg Schwefeldioxyd. Da das Gewicht der 
Trockensubstanz des geschwefelten Bäumchens 104,55 g betrug, sollten 
bei jeder Dosis 136,7 mg Schwefeldioxyd auf 100 g Trockensubstanz, somit 
im ganzen 683,8 mg SO, auf 100 g Trockensubstanz des Versuchsbäumchens 
einwirken. Doch ist auch hier die im transpirierten Wasser aufgenommene 
Menge von Schwefeldioxyd (das waren 228,3 mg Schwefeltrioxyd, das sind 
182,6 mg Schwefeldioxyd) in Abzug zu bringen. 


Es sind demgemäß während des Versuchs 


715,0 mg SO, 
Dees 182,6 Wé ” 


also 532, 4 mg so, 


zur Wirkung gekommen. Auf 100g Trockensubstanz berechnet, ergibt 
das 509,2 mg Schwefeldioxyd. 

Die nachstehende Tabelle III enthält die analytischen Resultate, die 
sich auf das Trockengewicht der einzelnen Pflanzenteile beziehen. Die 
Schwefeltrioxydmengen sind in Milligrammen ausgedrückt. 





Tabelle III. 
EFSER en Z. Së 
deoa ulib Signi 
CE ' ap | QÈ Epia 333 5012833 
ISS gÈ | a> 555a ZLA Tess 
=s“, o Una, 2g raSo? 
Sdo 38 ı 4f |esgz' aeg grag 
Ban 59:59 |agg Te 
OSE O LG san u EE 
i i 2 Er i g Dy "D | mg | mg mg 
Unter Ein- "Wurzeln... . 17,56! — | 0,24] 42, 144! 240,0 '4 200 
wirkung d. : Stamm u. Aste ` 56,15: 0,20 | 0,53 297,595 | 530.0 | + 130,0 
Schwefel- : Nadeln . . . 30,83, 0,48 | 1,77 ‚545,691 17700 + 1011,0 
dioxyds Summe... 104,54 — | — ‚885,430 846,9 + 371.11 
Ohne Ein- Wurzeln... 168,9 — 0,22 ` 37,268 220,0 as 
wirkung d. Stammu.Äste 47,78 0,36 | 0,40 | 191,120: 400,0 | er 
Schwefel- Nadeln . . . ` 27, 99. 0,72 0.76 | 212.724 760.0 = 
dioxyds Summe .. 92,71, — 441,112 | 475,79 -— 


Die Temperatur schwankte während des Versuchs zwischen 17 und 
24,5°C und entsprach einem durchschnittlichen Werte von 21° C; in beiden 
Versuchen waren die Temperaturverhältnisse gleich. 

Die weitere Tabelle IV enthält die in je 48 Stunden ausgeatmete 
Kohlendioxydmenge;' bei Kolonne I befand sich die Pflanze unter Ein- 
wirkung von Schwefeldioxyd, bei Kolonne II ohne dessen Einfluß. 


de 
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| 

| j Produzierte Kohlendioxyd» Diferen 

| menge nach 48 Stunden | Keen 

| Ä 774,0 mg u 803, 0mg  — 29,0 mg 
r . i 753,5 TE 710,0 39 I+ 43,5 IK 
Vorperiode A — 790,5 ‚, 730, — 25 „ 

Men | 779,0 ,, 704,0 „ + 750 „ 

| ME een u Se éi a ee 
Durchschnitt A | 774,25 mg ' 752,5mg ||+ 21,75 mg 


` 


| | Mit SO, | Ohne SO, 


| 
| 5770mg | 723,0mg Bm 146,0 mg 
| 1. Gabe 50 ccm SO," 500,0 7120 „ — 212,0 A 





Unter dem n i 

| a, D. mun Ton — 3110 > 

influsse dee 3 ai" | 2830, | 680, L-au0n }, 
schwefel- ` | ` 

we A D. Zou, | 6670, 3790 . 

y I5. en, - 238,0 „ 6370 „ —3990 „ 

Ä 2220 . | 640,0 „ —4180 , 

Durchschnitt B|| = | 355 355,0 mg | 680,3 mg Lean mg mg 

A bis B | = | as 41925 mg |! 72,2 mg | — 347,05 mg 


Das Resultat, welches wir bei Verfolgung der Respirationsver- 
hältnisse erhielten, war folgendes: 

Der erste Zusatz von 50 ccm Schwefeldioxyd setzte die ausgeat.mete 
Kohlendioxydmenge auf 577 mg, also um 197,2 mg, das sind 25,4%, 
herab; die zweite Dosis verursachte eine Verminderung auf 500 mg, also 
um 274,25 mg, das sind 35,4%,; die dritte Dosis verkleinerte die pro- 
duzierte Kohlendioxydmenge auf 379 mg, demgemäß um 395,2 mg oder 
um 51 % und die vierte auf 283 mg, daher um 491,2 mg oder 63,4 % des 
Durchschnittswertes A. Bei der fünften Dosis wurde in den ersten 
48 Stunden keine augenscheinliche Verringerung der Respiration beob- 
achtet, doch ist, ohne daß weitere Dosen zugesetzt worden wären, 
während weiteren 2 x. 48 Stunden die Menge des ausgeatimeten Kohlen- 
dioxyds noch verringert worden. Zum Schluß des Versuches betrug die 
ausgeatmete Menge an Kohlendioxyd nur mehr ein Viertel, sie sank auf 
222 mg, also um 552,25 mg oder 71,3%. Im Durchschnitt war die 
Respiration während 7facher zweitägiger Versuchsperiode auf 355 mg 
gesunken und war um 419,2 mg, oder 54,1%, kleiner. 

Im Kontrollversuche wies die Fichte in der zweiten Periode eine 
gewisse Beeinträchtigung der Respirationstätigkeit im Vergleich zur 
Vorperiode auf, doch betrug diese nur 72,2 mg, das sind 9,5 %, und steht 
in keinem grundsätzlichen Verhältnis zu der Fichte, welche dem Ein- 
flusse des Schwefeldioxyds ausgesetzt war. Bei diesem Atimungsversuche 
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hatte sich weder die Beschaffenheit der Fichtennadeln, noch überhaupt 
das ganze Äußere der Kontrollfichten verändert. 

Ganz andere Verhältnisse herrschten dagegen bei den Versuchen, 
wo das Schwefeldioxyd zur Wirkung gelangte. Schon in 9 Stunden nach 
dem Zusatz der ersten Dosis wurde das Chlorophyll der Nadeln an- 
gegriffen und die Nadeln nahmen eine blaßgelbliche Farhe an. Die 
mikroskopischen Beobachtungen ergaben, daß sich die Chloroplasten 
tatsächlich in einem abnormalen Zustande befanden. 


3. Der dritte Versuch wurde in der gleichen Weise wie die vorher- 
gehenden ausgeführt, nur mit dem Unterschiede, daß die Schwefeldioxyd- 
menge 100 cem, das ist 1 Vol.-Proz., betrug. Diese Dosis wurde dreimal 
zugesetzt, somit im ganzen 300 cem = 3 x 286 mg = 858 mg Schwefel- 
dioxyd. Da, wie aus Tabelle V ersichtlich ist, das Gesamtgewicht der 
getrockneten jungen Fichte 108,06 g betrug, haben bei jeder Dosis 264,7 mg 
und im ganzen 794 mg Schwefeldioxyd auf 100g Trockensubstanz ein- 
gewirkt. Von dieser Menge muß aber der im transpirierten Wasser ab- 
sorbierte Anteil, welcher 253,5 mg Schwefeltrioxyd = 203,8 mg Schwefel- 
dioxyd entsprach, abgezogen werden. Somit haben während des Versuchs 
655,2 mg Schwefeldioxyd (das sind 606,3 mg Schwefeldioxyd auf 100g 
Trockensubstanz berechnet) gewirkt. Es ist jedoch dabei zu berücksichtigen, 
daß diese Menge nicht vollständig vom Pflanzenorganismus aufgenommen 
wurde, sondern ein Teil mit der Luft nach je 24 Stunden abgesaugt und 
in den Bleisuperoxydröhrchen zurückgehalten wurde. Dieser Vorfall trat 
in allen vier hier angegebenen Versuchen ein. Die angeführten Schwefel- 
dioxydkonzentrationen übersteigen weitaus jene, die gewöhnlich in der 
Natur zur Wirkung kommen. 

Die Tabelle V gibt die Analysenresultate über den Schwefeltrioxyd- 
gehalt der einzelnen Pflanzenteile wieder. 

Die Durchschnittstemperatur bei den Versuchen betrug 21°. 

Die weitere Tabelle VI bezieht sich auf die ausgeatmete Kohlendioxyd- 
menge, die in Milligrammen ausgedrückt ist; in Kolonne I stand die Pflanze 
unter Einwirkung von Schwefeldioxyd, in Kolonne II ohne Schwefel- 
dioxydeinfluß. 








Tabelle V. 
f à èG | u Pi ag, E E se 
yia | Ee F EN FREE 
éi oi Baig Bai 926, 
EL| ap ı DE Gya | GaS 238388 
gg SL af i aS leugo] zg BR "Eure 
sS $7 | 3 Sua | SIE Bundle 
2äel SR | 38 aiis 252% sach 
B23 | J9 | 3° | 038 ZER 
Er 16 A ae 
pper e F | lo | E mg mg 
Unter Ein- , Wurzeln . . .| 29,10| — 0,14 4074 140,0 + — 
wirkung d. | Stamm u. Äste | 43,29| 0,34 | 1,11 480,519 1110,0 550,0 
Schwefel- "Nadeln . . | 35,67| 0,56 | 1,14 406,638 1140,0 520,0 
dioxyds | Summe . . .:108,06| — — 927,897 | 858,68 | -+ 399,74 
Ohne Fin- ` Wurzeln . . .! 33,82| — | 0,14 ' pead 14084 = 
wirkung d. ` Stamm u. Äste , 51,56 | 0,48 ; 0,56 | 288,736 | 560,0 _ 
Schwefel- Nadeln . . .| 34,62! 0,59 : 0,62 214,644, 620,0 er 


dioxyds Summe . . . 12000 — — 550,728 458,94 — 
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Tabeile VI. 
E o 1. FR a 
jino Kater a a 
Produzierte Kohlendioxyd. u EE 
En WW SS ee nach an F o 

| | 1085,0mg , 1173,5mg | — 88,5 mg 

. 1778,0 | + 934,0 
Vorperiode A = ` iazo” | 17010 8 u, . 
| | 11705 „ .. 14745 „ —3040 . 

En hear Ales ee a e Deeg 

Durchschnitt A = | 1298,25 mg | |+ 63,15 mg 


Ea | = | Mit SO, | Ohne SO, = 




















| 1. Gabe 100cem SO, ` 547,0 mg 1515.5 mg | — 968,5 mg 
"a. 105, 3165 „ 15430 „ |— 12265 .. 
es = 3400 | 15470 | '— 12070 . 
Schwefel- `. | 332,5 „ | 1481,0 „ '— 1148,5 „ 
diox ds B 3. 3 100 T | 306,5 an oi 1449,0 „ .— 1142,5 ae 
y | ‚1880 , 12880 ) ;— 11000 ` 
| | 1720 . 13120. —1140 ` 
Durohschnitt.B | — | EICH 1447 1,9 mg EE 
A bis B | a | —1046.7 mg -E 149 65mg" —1196,35 mg 


Die Resultate dieses Versuches sind folgende: 


Die erste Dosis von Schwefeldioxyd setzte schon in den ersten 
48 Stunden die respirierte Kohlenoxydmenge bedeutend herab, und zwar 
um 814,4 mg, das sind 59,8 °%⁄%, also mehr als um die Hälfte des normalen 
Durchschnittswertes. Nach der zweiten Dosis sank die produzierte 
Kohlendioxydmenge auf 316,5 mg, also um 1044,9 mg oder 76,7 %, ohne 
sich jedoch weiterhin zu verringern. Durch eine weitere Dosis von 
100 cem Schwefeldioxyd sank die ausgeatmete Kohlendioxydmenge 
wieder, und zwar in den ersten 48 Stunden auf 306,5 mg, diese war also 
um 1054,9 mg oder 77,5%, kleiner. Nach 3 x 48 Stunden sank sie 
wiederum auf 172 mg, also um 1189,4.mg oder 87,3%. Die durchschnitt- 
liche Abnahme der Kohlendioxvdproduktion in 7 x 48 Stunden war 
1046,7 mg, das sind 76,8%. Wie zu ersehen ist, konnten die ersten zwei 
Dosen von je 100 cem Schwefeldioxyd nicht sofort die Dissimilation in 
dem Maße herabdrücken wie der Zusatz von 350 ccm, doch verursachte 
die dritte Dosis von 100 cem beinahe denselben Effekt wie im vorher- 
gehenden Versuche. Die Fichte im Kontrollversuche hat während der 
ganzen Versuchsperiode annähernd die gleiche Menge Kohlendioxyd 
ausgeatmet, doch stieg infolge des neuen Knospenansatzes die Respira- 
tion einigermaßen. Die Nadeln des geschwefelten Bäumchens färbten 
sich 5 Stunden nach der Zuführung von Schwefeldioxyd gelblich, und 
auch die mikroskopische Untersuchung stellte eine starke Schädigung 
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des Chlorenchyms der Nadeln fest. Die grüne Farbe der Nadeln im 
Kontrollversuche veränderte sich während des Versuches nicht. 

4. Bei dem vierten Versuche wurde die größte Dosis von Schwefel- 
dioxyd gewählt. In die Glasglocke wurden 350 cem Schwejeldioxryd 
(dassind 1001 mg Schwefeldioxyd) eingeführt, und zwar zweimal immer 
nach je 2 Tagen, wie bei den früheren Versuchen. Der ausgeführten 
Analyse gemäß entsprechen die Dosen den bestehenden Verhältnissen. 
Das Gewicht der Trockensubstanz der geschwefelten Bäumchen betrug 
168,66 g. Bei Benutzung einer Schwefeldioxydmenge von 1001 mg ent- 
fielen auf 100 g Trockensubstanz. 593,5 mg Schwefeldioxyd; nachdem 
aber zwei solche Dosen, also 2002 mg Schwefeldioxyd zur Verwendung 
gelangten, kamen auf 100 g Trockensubstanz insgesamt 1187 mg Schwefel- 
dioxyd. i 

Die Schwefellioxydkonzentration betrug 3,5 Vol.-Proz., war somit 
sehr bedeutend und kommt in der Praxis sehr selten vor. Bei diesen 
physiologischen Versuchen muß mehr die absolute, auf die Gewichts- 
einheit der Pflanze entfallende Schwefeldioxydmenge berücksichtigt 
werden, als die Volumkonzentration. Wie könnte eine bedeutende 
Schädigung der Pflanzenzellen, namentlich der Chloroplasten, eintreten, 
wenn in einem Raume die Volumkonzentration des Schwefeldioxyds zwar 
ziemlich stark wäre, jedoch die absolute Menge desselben im Verhältnis 
zur Masse der Pflanzensubstanz unterhalb der Schädlichkeitsgrenze 
liegen würde ? Dies zeigten alle Versuche, weil bedeutende Anteile von 
Schwefeldioxyd von Wasser aufgefangen und zu Schwefeltrioxyd oxy- 
diert wurden. Deshalb spülte man das gesamte kondensierte Wasser 
aus, das Bäumchen wurde mit destilliertem Wasser gewaschen und die 
Flüssigkeit in einer Meßflasche gesammelt. In der Lösung wurden 
0,6024 g Schwefeltrioxyd, das sind 0,482 g Schwefeldioxyd gefunden. 

Diese Menge muß von der Gesamtmenge von Schwefeldioxyd ab- 
gezogen werden, denn sie kam nicht zur Wirkung. 





Gesamtmenge an Schwefeldioxyd. . . . 2002 mg 
Gelöst A 2 0 0 ee nn. 482 „ 
Wirksame Schwefeldioxydmenge . . . . 1520 mg 


Dies entspricht pro 100g Trockensubstanz des Bäumchens 
900,7 mg SO,. 

In der nachfolgenden Tabelle VII sind die Versuchsresultate 
enthalten. 

Die Temperatur beim Versuch betrug durchschnittlich 20 bis 22°C. 

Die folgende Tabelle VIII bezieht sich auf die ausgeatmete Kohlen- 
dioxydmenge, die in Milligramm ausgedrückt ist. Der Versuch 1 wurde 
unter dem Einflusse von Schwefeldioxyd, Versuch 2 ohne dessen Ein- 
wirkung ausgeführt. 



































Tabelle VII 
ST Ee BEE 
E E Ka i| ve a o 
Be s, 3, ein. 
Be S s3 IS are 
GC Za QR | Ener E38 5938558 
LKE cS | s9091 SR Pat 
un@| a S |35.5: EES nangi 
542 j EE 35 8388.03} Zeie 
| 324, 89 | 89 Er Be fe e" 
SÉ 0 JAE 22 ZS Ss 
i I g e u, E E mn 
Unter Ein- Wurzeln . . . 4633| — 0,13 60,229 130,0 5,0 
wirkung d. Stammu.Äste 9502 0,29 064 608128, 640.0! +- 3600 
Schwefel- Nadeln . . . 2731, 032 218 595.358 2180,0 | — 1830,0 
dioxyd3 , Summe . . . 168,66; — , — 1263,715! 749,2 - 4924 
Ohne Ein- ` Wurzeln . . . | 40,66; — 0,135 | 54,891 135,0 ` — 
wirkung d. | Stamm u. aste | 72,55) 0,26 0,28 ' 203.140 2800| — 
Schwefel- Nadeln . . . 35,16| 0,36 035 123 ‚060 350,0 Së 
dioxyds Summe . . . 148,37]; — — 381.091 256,8 — 
Tabelle VIII. 
l un 
Produzierte Kohlendioxyd« Diferenza 
menge nach 48 Stunden 
420,5 mg 409,5 mg +110 mg 
Vorperiode A — 401,0 „ — 4290 „ — 280 . 
E 3935 „ ` 384,0 „, +95 „ 
Durchschnitt A -- | 405.0 mg | 407.5 mg | — 25 mg 
u 2 = | Mit SO, | Ohne SO, | — 
Unter dem Ke 151,0mg | 365,0 mg- = mg 
Einflusse des | » 300.» 81,0 371,5 p | — ” 
Schwefel- 64,0 an 622,0 3? CZ 558. 0 H 
diovds B 46.0 „ 7390 „ — 6930 , 
> | 350 „ | 676,0 „ — 641,0 
Durchschnitt s| --— ! 154mg | 554.7 mg — 479,3 mg 
A bis B =n 320,6 mg 1 147,2 mg |— 476.80 mg 


Das Resultat unserer Beobachtung bei der Kohlendioxvdrespiration 
war folgendes: 

Schon die erste Dosis von Schwefeldioxyd setzte die Menge des aus- 
geatmeten Kohlendioxyds auf 151 mg, daher um 254 mg oder 62,7 %, 
also mehr als um die Hälfte herab; die zweite Dosis verringerte die aus- 
geatmete Kohlendioxydnienge auf 81 mg, also um 324 mg oder 80 °% des 
normalen Durchschnittswertes. Weiterhin wurde schon kein Schwefel- 
dioxyd zugesetzt, doch war die junge Fichte schon derart angegriffen, 
daß die Respiration stetig sank. Nach weiteren 6 Tagen (3 x 48 Stunden) 
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sank sie auf 35 mg, daher um 370 mg, das sind 91,3%. Die durchschnitt- 
lich ausgeatmete Menge von Kohlendioxyd (B) ist auf 75,4 mg gesunken, 
war demgemäß um 329,6 mg oder 81,3 % kleiner, als jene im Versuch A, 
während beim Kontrollfichtehen die Respiration durch die Knospung 
sogar noch stieg. Die Nadeln des geschwefelten Bäumchens waren 
bereitsin 3 Stunden nach Zuführung des Schwefeldioxyds stark gelblich, 
was im Laufe der Zeit sich noch steigerte und ins Gelbbraune überging, 
während im Kontrollversuche die Nadeln des Bäumchens ihre gesunde 
grüne Farbe beibehielten. 





Abb. 2. Diagramm A. 


Auch durch die mikroskopische Untersuchung wurde im ersten 
Falle eine tiefgehende Schädigung festgestellt. 

Die Versuchsresultate über den Einfluß des Schwefeldioxyds, welche 
in den Tabellen IJ, IV, VI und VIII zahlenmäßig wiedergegeben sind, 
werden in den nachstehenden Diagrammen A und B graphisch dargestellt. 

Die Dissimilationskurven bei Abwesenheit von Schwefeldioxyd sind 
mit O bezeichnet, jene bei Gegenwart von Schwefeldioxyd resultierenden 


mit SO. 
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Aus denselben ist ersichtlich, daß alle O-Kurven trotz der Un- 
möglichkeit bei pflanzenphysiologischen Versuchen vollkommene Kon- 
stanz der Versuchsbedingungen zu erzielen, sich ziemlich auf gleicher 
Höhe halten, jene in der Tabelle VIII wiedergegebene in der letzten 
Versuchsperiode sogar ansteigt, während die mit SO, bezeichneten 





Abb. 3. Diagramm B. 


Kurven von dem Zeitpunkte rapid abfallen, wo mit der Zuführung des 
Schwefeldioxyds in den Atmungsraum der Versuchspflänzchen begonnen 
wurde. Dieselben stellen sehr anschaulich die Depression der Kohlen- 
dioxydrespiration durch das Schwefeldioxyd dar. In den Kurven 
spiegelt sich auch der parallele Verlauf der Variation der Versuchs- 
bedingung in den beiden Versuchsreihen deutlich wieder. 


Zusammenfassung. 

Im ganzen wurden vier Respirationsversuche unter Zusatz ver- 
schiedener Dosen wie 0,075, 0,5, 1,0 und 3,5 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd 
ausgeführt. Natürlich durfte man mit diesen Schwefeldioxydkonzen- 
trationen nicht rechnen, weil das Schwefeldioxyd von dem Wasser, 
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welches durch den Transpirationsprozeß ausgeschieden wird, absorbiert 
und in Schwefelsäure umgewandelt wurde. Infolgedessen mußten wir bei 
obgenannten Zahlen eine Korrektur vornehmen, indem wir von der 
angewandten Gesamtmenge des Schwefeldioxyds jene Quantitäten von 
Schwefeldioxyd abzogen, welche sich im Wasser lösten und in Schwefel- 
säure umgewandelt wurden. Es gelangten somit beim ersten Versuche 
tatsächlich 0,0566, beim zweiten Versuche 0,3723, beim dritten Versuche 
0,7636 und beim vierten Versuche 2,6573 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd zur 
Wirkung. Auf 100g Trockensubstanz der Versuchspflanzen übten beiden 
unkorrigierten Konzentrationen 322,5 mg, 683,8 mg,’858 mg und 1187 mg 
Schwefeldioxyd ihren Einfluß aus. Diese Mengen sind ebenfalls keines- 
wegs als richtig zu bezeichnen, es müssen vielmehr davon wieder jene 
Mengen von Schwefeldioxyd abgezogen werden, welche in dem transpi- 
rierten Wasser gelöst wurden. Nach deren Abzug ergibt das auf 100 g 
Trockensubstanz berechnet im ersten Falle 243,6 mg, beim zweiten 
Versuche 509,2 mg, im dritten Falle 606,3 mg und beim vierten Versuche 
900,7 mg Schwefeldioxyd. 

Bei allen diesen Versuchen wurde eine gewisse Menge von Schwefel- 
dioxyd von den Assimilationsgeweben aufgenommen und quantitativ 
festgestellt. Wir fanden, daß beim ersten Versuche, wo 0,075 Vol.-Proz. 
bzw. nach Korrektur 0,0566 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd zur Wirkung 
gelangten, vom Wurzelsystem um 15l mg oder in Prozenten aus- 
gedrückt um 24,7 %,, vom Stamm und den Ästen um 273 mg oder 34,9 %, 
und von den Chlorophyllapparaten, also von den Nadeln um 458 mg 
oder 62,3%, Schwefeldioxyd mehr aufgenommen wurden, als dies bei 
den Kontrollpflanzen der Fall war. Im ganzen Organismus der Fichte 
sammelten sich bei der oberwähnten Schwefeldioxydkonzentration un 
312,9 mg oder 44,1%, Schwefeldioxyd mehr an. 

Bei dem zweiten Versuche, wo 0,5 Vol.-Proz. bzw. nach Korrektur- 
vornahme 0,3723 Vol.-Proz. Schwefeldioxyds einwirkten, befanden sich 
im Wurzelsystem um 20 mg oder 9,09%, im Stamm und den Ästen um 
130 mg oder 32,5%, in den Chlorophyllapparaten, also in den Nadeln, 
um 1010 mg oder 132,8 % und in der ganzen Fichte um 371,11 mg oder 
77,9% Schwefeldioxyd mehr als in den Kontrollpflanzen. 

Beim dritten Versuche, als 1 Vol.-Proz. bzw. bei Korrektur 
0,7636 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd ihren Einfluß ausübten, waren im 
Stamm und den Ästen um 550 mg oder 98,2%, und in den Chlorophyll- 
apparaten (Nadeln) um 520 mg oder 83,8%, und in dem Organismus der 
ganzen Fichte um 399,74 mg oder 87,1%, Schwefeldioxyd mehr kon- 
statierbar als bei den Kontrollpflanzen. 

Beim werten, also letzten Versuche, woselbst 3,5 Vol.-Proz. bzw. 
nach Korrektur 2,6573 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd einwirkten, waren 
im Wuızelsystem um 5 mg oder 3,7%, schwefliger Säure weniger, im 
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Stamm und den Ästen dagegen um 360 mg oder 128,5% mehr, in den 
Chlorophyllapparaten (Nadeln) um 1830 mg oder 522,8% mehr und in 
der ganzen Fichte um 492,4 mg oder 191,7% Schwefeldioxyd mehr 
vorhanden, als bei den Kontrollpflanzen. 

Aus allen diesen analytischen Daten ist zu ersehen, daß die Chloro- 
phyllapparate stets die größten Mengen von Schwefeldioxyd aufge- 
nommen haben. Die größten Mengen fanden wir davon beim vierten und 
zweiten Versuche, und zwar 


beim vierten Versuche. . . .... 1830 mg 
„ zweiten ga Të RT 1010 ,, 
„ dritten ar er 520 ,, 
„ ersten N DEENEN? 458 „ 


Die Gesamtmenge von Schwefeldioxyd schwankt zwischen 312,9 mg 
(beim ersten Versuche) und 492,4 mg (beim vierten Versuche). 


Das Schwefeldioxyd hat in allen vier Versuchen eine Herabsetzung 
der Produktion an Kohlendioxyd hervorgerufen. 


Bei 0,075 Vol.-Proz. SO, maximal 31,0%, im Durchschnitt 21,3% 


” 0,5 9 29 sp 71,3 Sch 9 OI 52,8 Co 
29 1,0 DR , 19 87,3 Ze se sa 76,1 RW 
39 3,5 (E (E: 39 91,3 i OD 9 81,3 KI 


Obzwar die angewandten Schwefeldioxydkonzentrationen und 
Mengen sowie die absorbierten Anteile weitaus höher sind als sie zur 
Schädigung der Pflanzen hinreichen und bei 1% und 3,5%, sogar ab- 
normal hoch waren, fand nie eine vollständige Einstellung der Reapi- 
ration statt, wenngleich in dem letzten Falle dieselbe stark herabsank. 
Der autotrophe Stoffwechsel, die Kohlendioxydassimilation unter Ein- 
wirkung der wirkenden Energie, der Kraft des Sonnenlichtes, werden durch 
minimale Mengen von Schwefeldioxyd beeinträchtigt. Die Vorgänge aber 
bei der Atmung, also die mit mazximalem Energiegewinn verbundene 
Oxydation wird durch das Schwefeldioxyd nicht in solch intensiver Weise 
gestört. Das Schwefeldioxyd ist allerdings ein ausgezeichnetes Reagenz für 
die Assimilationstätinkeit eines Blattes, jedoch nicht für die Dissimilations- 
vorgänge. 

In allen Versuchen konnten wir schon makroskopisch beobachten, 
daß die Nadeln durch Schwefeldioxyd beschädigt waren. Die toxische 
Wirkung war beim dritten und vierten Versuch am intensivsten. Unsere 
mikroskopischen Untersuchungen haben ergeben, daß das Chlorenchym, 
namentlich die Chloroplasten angegriffen waren. Beim ersten Versuche 
verloren die Chloroplasten schon ihre scharfen Konturierungen und be- 
gannen sich anscheinend durch Quellung etwas zu vergrößern, wobei sie 
sich einander näherten. Bei dem zweiten, dritten und vierten Versuche 
bleichten die Chlorophylikörner, es fand eine Abscheidung von Öltropfen 
statt und ein vollständiger Abbau des Chlorophylls wurde hervorgerufen. 
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2. Gasometrische Methoden zur gleichzeitigen Bestimmung des gebildeten 
Kohlendioxyds und des abgesehiedenen Sauerstoffs unter dem Einfluß des 
Schwefeldioxyds. | 


Zur Feststellung der Einwirkung des Schwefeldioxyds auf die 
produzierende Menge von Kohlendioxyd und des ausgeschiedenen Sauer- 
stoffs haben wir die Apparate von Magquenne und Demoussy benutzt. 
Mit Hilfe dieser Apparate bestimmten wir den Prozentgehalt der ein- 
zelnen Bestandteile der zu analysierenden Gasmischungen. Die genaue 
Beschreibung dieser zweckmäßigen Methode von L. Maquenne und 
E. Demoussy befindet sich auf S. 15 ihrer Publikation ‚Nouvelles 
recherches sur les échanges gazeux des plantes vertes avec l’atmosphöre‘‘. 
Verlag von Gauthier-Villars, Imprimeur-Libraire du Bureau des Lon- 
gitudes de L’6cole polytechnique, Quai des Grands-Augustins, 55. 
Paris 1913. 

Der Respirationsquotient wurde durch momentane Probeentnahme 
der Respirationsgase unter mäßiger Variation des Druckes festgestellt. 


Genau abgewogene gleiche Mengen grüner, frisch abgeschnittener 
Fichtenästchen wurden in Glaszylinder von etwa 27 cm Länge, etwa 5 cm 
Breite und etwa 485 ccm Inhalt gegeben. Die Zylinder endeten unten mit 
einer Röhre, waren mit einem Glashahn versehen und wurden oben mit 
einem Kautschukstopfen, durch welchen ein Kapillarrohr mit Hahn ragte, 
verschlossen. Das Kapillarrohr reichte bis in die Mitte der Zylinder und 
diente zum Absaugen der Gase. Vier derartige Zylinder wurden in einen 
mit Wasser gefüllten und für Licht undurchlässigen Thermostaten ein- 
gesetzt, so daß sie in demselben vertikal standen und die unteren Röhren 
der Zylinder durch den Boden ragten, wo sie von Stopfen festgehalten 
wurden. Die oberen Teile der Kapillarröhren ragten aus dem Thermostaten 
heraus. Der Thermostat befand sich in einem Raume, wo eine konstante 
Temperatur von 22 bis 23°C herrschte. 

Das Arrangement war bei allen Versuchen folgendes: Nachdem die 
Röhren mit der gewogenen Menge Äste beschickt waren, wurden sie mit 
einem Kautschukstopfen verschlossen, sodann hat man aus jedem Zylinder 
etwa 50 ccm Luft mittels der Hempelschen Quecksilberbürette durch das 
erwähnte Kapillarrohr abgesaugt, je zwei Zylindern {Nr. 2 und 4) die 
entsprechende Menge Schwefeldioxyd mittels einer kleinen Hempelschen 
Quecksilberbürette durch das Kapillarrohr zugeführt und dann in allen 
Zylindern (auch in den Kontrollzylindern) durch Öffnen des oberen Hahnes 
der Druck ausgeglichen. Die Zylinder Nr. 1 und 3 dienten zur Kontrolle, 
es wurde denselben kein Schwefeldioxyd zugesetzt. Sodann wurden die 
Zylinder in den Thermostaten eingesetzt und bei konstanter Temperatur 
24 Stunden darin belassen. Hierauf nahmen wir die Zylinder nacheinander 
heraus, es wurden in jeden derselben durch das Kapillarrohr etwa 20 ccm 
Quecksilber eingelassen und die Luft durchgeschüttelt. Dann saugten wir 
durch die Kapillare etwa 80 ccm Luft in eine Hempelsche, mit Quecksilber 
gefüllte Bürette plötzlich ab, und die so gewonnene Luftprobe wurde einer- 
seits zur titrimetrischen Bestimmung des Schwefeldioxydrestes, anderer- 
seits zur Gasanalyse (etwa 70 bis 80 ccm) verwendet. Die Probeentnahme 
nahm nur 3 bis 5 Sekunden in Anspruch, so daß ein Absaugen der Gase 
aus den Pflanzenzellen nicht eintreten konnte. Das Schwefeldioxyd wurde 
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in 10 ccm dieser Luftprobe mittels n/100 Jodlösung durch Rücktitration 
mit Thiosulfatlösung bestimmt. Dies geschah bei allen Zylindern, und es 
zeigte sich auch bei den von Schwefeldioxyd freien ein ganz geringer Ver- 
brauch an Jod, was man der Wirkung der Terpene zuschreiben muß; an- 
sonsten wurde konstatiert, daß eine praktisch vollständige Absorption 
des Schwefeldioxyds stattfand und nur geringe Spuren desselben übrig 
geblieben sind. Das Kohlendioxyd wurde in je etwa 70 cem durch Ab- 
sorption mittels Kalilauge, der Sauerstoff durch Absorption in ammo- 
niakalischer Kupferoxydullösung in Hempelschen Pipetten bestimmt. 

Die analytischen Resultate wurden dann auf Prozente umgerechnet 
und auf die Temperatur von 0° C und den Barometerstand 760 mm reduziert. 
Da der normale Sauerstoffgehalt bei den angegebenen normalen Bedin- 
gungen 20,92%, der gasanalytisch gefundene S%, der Kohlendioxvd- 
gehalt K °, betrugen, wurde der Quotient nach der Formel: 

K 
SC 20,92 — S 
berechnet. 

Diese so berechneten Respirationsquotienten sind die scheinbaren und 
nicht die reellen, da die von der Pflanze absorbiert gehaltenen Luftanteile 
nicht mit berücksichtigt wurden. Die reellen Respirationsquotienten be- 
wegen sich nahe der Zahl 1. In unserem Falle handelte es sich um die 
tatsächlich ausgeatmeten Gase und den Einfluß, welchen das Schwefel- 
dioxyd auf die Respiration ausübt, weshalb wir die sogenannten scheinbaren 
Respirationsquotienten mittels der beschriebenen Methode, welche von 
allen bis jetzt bekannten Methoden für unsere Zwecke die besten Resultate 
liefert, bestimmt haben. 


1. Versuchsreihe. 


Die für einen Versuchszylinder angewandte Monge Schwefeldioxyd 
betrug 4,85 ccm, also 1 Vol.-Proz. In jeden Zylinder und auch in den 
Kontrollzylinder wurden je 15g frischer Fichtenästchen gebracht, deren 
Trockensubstanzgewicht sich auf 5,5311 g belief. Die Versuchstemperatur 
betrug 23°C, der Barometerstand bei der Messung 745 mm. Die Schwefel- 
dioxydmenge betrug 12,45 mg (das sind 225 mg auf 100 g Trockensubstanz 
der ee) Die Resultate, auf normale Bedingungen reduziert, sind folgende: 


Ohne Sc Mit SO, a Vol. res) 

Nr. 1 Nr. 3 | Nr. 2 Nr. 4 
Kohlendioxyd=K ....... 5,96 6,52 5,32 5,82 
Sauerstoff=S ......... 2,28 11,80 12,58 11,65 
Stickstoff . . . 2.2.2 2 2 202.. 81,76 81,61 81.10 | 82,53 
Unverbrauchter O, = 20,92 —5S . 8,64 | 912 l 8,34 — 927 

K | | 

Quotient = 20,92 — go EE 0.690 0.714 , 0.637 | 0.628 
Mittlerer Wert des Quotienten . . 0,702 | 0,632 


Es wurde somit der Respirationskoeffizient um 9,99, herabgesetzt. 

Bei diesen Versuchen war bei den Pflanzen, welche mit SO, be- 
handelt wurden, also bei den Zylindern Nr. 2 und 4 makroskopisch Se 
mikroskopisch eine starke Beschädigung wahrnehmbar. 
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2. Versuchsreihe. 


In jeden Zylinder wurden 15 g grüner Masse gegeben und zwei Zylindern 
je 9,7 ccm, das sind 2 Vol.-Proz., Schwefeldioxyd zugeführt. Die grüne 
Masse enthielt 39,75%, Trockensubstanz, was 5,3211 g entspricht. Da 
die angewandte Schwefeldioxydmenge 24,96 mg betrug, so ergibt das 
auf 100 g Trockensubstanz 469 mg. Die Temperatur betrug wieder 23°C, 
der Druck 737 mm. Die Resultate, auf Normalbedingungen umgerechnet, 
sind in der folgenden Tabelle enthalten: 




















` Ohne SO, Mit SO, (Vol. „Proz. ) 

, Mei | Nr.3 ` Mi Nr. 4 

E Tee a a AA SECH S Keen SE rn ser ne re Se ——— = = 
Kohlendioxyd = K 2 222222.» 649 ` 6,76 , 429 | 3,74 
Sauerstoff = S... <.. 11202 1142 13,65 14,23 
Stickstoff `... 8149 81,81 82,16 82,00 


Unverbrauchter Sauerstoff = 20,92 — S. 890 950 7,27 . 669 


Respirationsquotient = a Zar 0,729 0711 0590 0,562 
Mittelwert des Respirationsquotienten . | 0,720 | 0,576 


Durch die Einwirkung von 2 Vol.-Proz. Schwefeldioxyds wurde 
der Respirationsquotient um 20% herabgesetzt. 

Es ließen sich auch bei diesen Versuchen an den Pflanzen, zu welchen 
Schwefeldioxyd zugesetzt wurde, also bei den Zylindern Nr. 2 und 4 so- 
wohl makroskopisch als auch N) Beschädigungen kon- 
statieren. 


3. Versuchsreihe. 


Für jeden Zylinder wurden je 15g frischer grüner Äste verwendet. 
Ihre Trockensubstanz wog 5,1908 g. Zwei Zylindern wurden je 17 cem, 
das sind 3,5 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd zugeführt, so daß auf jede Probe 
der Äste 43,61 mg und auf 100 g Trockensubstanz 840 mg Schwefeldioxyd 
entfielen. Die Versuchstemperatur war wieder 23°C bei 745 mm Druck. 
Die Analysenresultate, auf normale Druck- und Temperaturverhältnisse 
reduziert, sind in der folgenden Tabelle enthalten: 











Ohne SO, Mit SO,(3,5Vol.Proz.) 
Nr. 1 Nr. 3 Nr. 2 Nr. 4 
e FR ei Ewe? 


Koblendioxyd =K.: ........ 5,26 | 5,52 ' 214 ` 1,91 


Sauerstoff = S... aaa 13,23 12,82 15,57 , 16,67 
Stickstoff . . . 2222 2 220. . . 8151 ‚8166 8239 81,42 
Sauerstoffrest = 20,92 — 8... 769 , 810 535 | 43 
Respirationsquotient = at dë 0,684 | 0,882 0,401 Ä 0,449 
Mittelwert den Respirationsquotienten . 0,683 | 0,425 


Durch Einwirkung von 3,5 Vol.-Proz. Schwefeldioxyd sank der 
Respirationsquotient um 37,7%. 
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Es konnten wieder an jenen Pflanzen, zu welchen Schwefeldioxyd 
zugeführt wurde (bei den Zylindern 2 und 4), sowohl makroskopisch als 
auch mikroskopisch intensive Beschädigungen beobachtet werden. 

Durch die Einwirkung des Schwefeldioxyds ist nicht nur die 
Respiration (d.i. die absolute Menge des ausgeatmeten Kohlendioxyds) 
gesunken, sondern wurde auch der Respirationsquotient erniedrigt. 
Derselbe wurde gegenüber den normalen Quotienten wie folgt herah- 


gesetzt: 
Bei 1 Vol.-Proz. SO, um 9,9% 
LÄ 2 LE) LA LA 20,0% 
und „ 3,5 , » e 37,7% 


Die Sauerstoffatmung, d. h. der Gaswechsel der Atmung, wurde durch 
die Einwirkung des Schwefeldioxyds herabgedrückt, jedoch selbst bei Vor- 
handensein von 3,5 Vol.- Proz. Schwefeldioxyds ebenso wie bei den früheren 
Versuchen nicht völlig sistiert. Das Verhältnis bei dem abgegebenen Kohlen- 
dioxyd zum aufgenommenen Sauerstoff, also der respiratorische Quotient 
sank unter der Einwirkung von 3,5 Vol.-Proz. Schwefeldioryd bloß um 
38%. Da die Assimilation von Kohlendioxyd in der Pflanzenzelle 
unter Einfluß des Chlorophyüs stattfindet und Katalysatoren auch auf die 
Geschwindigkeit der Umkehrungsreaktion ın der gleichen Weise einwirken, 
so dürfte sich die Verminderung der Kohlensäuredissimilation auf eine 
Giftwirkung des Schwefeldioxyds auf den genannien Katalysator zurück- 
führen lassen. Außerdem wird jedenfalls ein Teil des Sauerstoffs in freier 
oder gebundener, aber zur Oxydation geeigneter Form in der Zelle — wo die 
Oxydation des absorbierten Schwefeldioxyds vor sich geht — durch das 
Schwefeldioxyd verbraucht, die Sauerstoffkonzentration und dadurch das 
Ozydationspotential herabgesetzt, was eine Herabsetzung der Kohlendioryd- 
respiration zur Folge hat. Es wurde vielseitig bestätigt, daß die Atmung 
als Gaswechsel viel widerstandefähiger gegen die toxische Wirkung des 
Schwefeldioxcyds sich erweist als andere Stoffwechselprozesse. Wie aus 
Palladins und meinen Versuchen hervorgeht, erfolgen die Sauerstoff- 
absorption und Kohlendioxydausscheidungen sogar nach der Abtötung des 
Plasmas durch niedere Temperatur, wobei die Enzyme intakt bleiben. Aber 
auch wenn die enzymatische Atmung sistiert wäre, findet durch die katalyii- 
schen Vorgänge eine sehr schwache Kohlendioxydproduktion statt, welche 
von Grafe als ‚postmortale Oxydation‘ bezeichnet wird. 
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XXVII. Mitteilung. 


Kritisches über das Vorkommen der Bernsteinsäure in den Pflanzen. 


Von 


ý Hartwig Franzen und Rudolf Ostertag. 
(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe). 
(Eingegangen am 12. Januar 1923.) 


Ebenso wie das Schrifttum über das Vorkommen der Äpfelsäure, 
Citronensäure und Weinsäure in den Pflanzen, haben wir auch das über 
das Vorkommen der Bernsteinsäure einer kritischen Durchsicht unter- 
zogen, um die gesicherten Vorkommnisse dieser Säure kennen zu lernen. 
Bei der Beurteilung der einzelnen Arbeiten wurden wieder die gleichen 
Grundsätze angewendet wie bei den früheren auch, d. h., es wurde der 
Nachweis nur dann als sicher angenommen, wenn quantitative Ana- 
lysen der Säure selbst oder ihrer Abkömmlinge vorlagen, während 
qualitative Reaktionen im allgemeinen nicht als zureichend für den 
sicheren Nachweis angesehen wurden. 

Die Arbeiten über das Vorkommen der Bernsteinsäure in den 
Pflanzen sind erheblich weniger zahlreich als die über das der bisher 
bearbeiteten Säuren. Es waren nur 28 Arbeiten durchzusehen, nach 
denen in 33 Pflanzen bzw. Pflanzenteilen diese Säure enthalten sein 
sol. Das Ergebnis ist in diesem Falle erheblich besser als bei den 
früheren Arbeiten. Das liegt wohl daran, daß die Bernsteinsäure ein 
in Wasser verhältnismäßig schwer löslicher, gut kristallisierender 
Körper ist und sich daher leicht in reinem Zustande abscheiden läßt. 

Das Ergebnis der kritischen Durchsicht ist das folgende: 

Bernsteinsäure ist wahrscheinlich nachgewiesen in: 

l. Lactuca virosa (Blätter). 
2. Lactuca sativa (Blätter). 
3. Musa Basjoo (Pseudostamm). 
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Bernsteinsäure ist sicher nachgewiesen in: 
l. Wermut, Artemisia Absynthium (Kraut). 
. Weinstock, Vitis vinifera (unreife Beeren). 
Tollkirsche, Atropa Belladonna (Kraut). 
Rhabarber, Rheum officinale (Blattstiele). 
. Schöllkraut, Chelidonium majus (Kraut). 
Buschwindröschen, Anemone nemorosa (vergilbte Blätter). 
. Himbeere, Rubus Idaeus (Blätter). 
Vogelkirsche, Prunus avium (Früchte). 
. Echeveria secunda glauca (Blätter). 

10. Eberesche, Pirus Aucuparia (Beeren). 

Außer in den erwähnten Pflanzen tritt Bernsteinsäure noch sicher 
bei der trocknen Destillation einer Reihe von Harzen auf. Wir haben 
diese Vorkommnisse fortgelassen, weil nicht nachgewiesen ist, ob die 
Bernsteinsäure als solche in den Harzen vorhanden ist, oder ob sie 
bei der Destillation entsteht. e 


Arbeiten, in denen lediglich behauptet wird, daß Bernsteinsäure in Pflanzen 
vorhanden ist. 


l1. Auszug eines Briefes des Herrn Apothekers Baup in Vevey an Herrn 
Apotheker @. H. Zeler in Nagold (Buchners Repert. f. Pharm. (2) 3, 
390, 1835): 
In den Knollen der Kartoffeln, Solanum tuberosum. 
2. M. M. Pattison Nuir (Journ. of the Chem. Soc. 27, 733, 1874): 
Im neuseeländischen Kaurigummi, Dammara australis. 
3. R. Boehm (Arch. d. Pharm. 235, 660, 1897): 
Im Tubo- oder Paracurare. 
4. Henry G. Smith (Chem. News 88, 135, 1903): 
Im Holz von Arites excelsa. 


ee OO A ES OW wm 


Arbeiten, in denen versucht wird die Anwesenheit von Bernsteinsäure in 
Pflanzen durch qualitative Reaktionen nachzuweisen. 


Lecanu und Serbat (Journ. de Pharm. 8, 541, 1822; Ann. de Chim. et 
de Phys. 21, 328, 1822) unterwarfen Terpentin der trockenen Destillation 
und erhielten am Schluß nadelförmige Kristalle. Diese waren leicht löslich 
in Alkohol und Wasser; die Lösung rötete Lackmus. Die durch Pottasche 
neutralisierte Lösung verhielt sich gegen Eisen-, Mangan-, Kupfer-, Blei-, 
Zinn-, Magnesium-, Aluminium-, Barium- und Strontiumsalze wie eine 
solche von bernsteinsaurem Natron. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Amédée Cailliot (Journ. de Pharm. 1830, S. 436; Trommsdorfis neues 
Journ. d. Pharm. 23, (2) 168, 1831) unterwarf Straßburger Terpentin von 
Abies pectinata der Weasserdampfdestillation.e Das Rückstandswasser, 
welches schwach sauer reagierte, wurde mit Ammoniak neutralisiert (und 
eingedampft 71. Es bildete sich ein kristallinisches Salz, welches Baryt- 
und Kalksalze weißgelblich, Eisenoxydulsalze aber gelbrötlich fällte; 
Mangansalze gaben keinen Niederschlag. Auch gegen andere Reagenzien 
verhielt sich der Körper wie bernsteinsaures Ammoniak. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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X. Landerer (Buchners Repert. d. Pharm. (2) 17, 101, 1839) unter- 
suchte 6 Drachmen 20 Gran Rindensekret von Maulbeerbäumen, Morus 
nigra, welches in Form und Farbe dem Mastix glich. Durch Kochen mit 
dem 100fachen Gewicht Wasser trat Lösung ein; diese gab mit Barium- 
chlorid einen sehr reichlichen Niederschlag, der mit Schwefelsäure zersetzt 
wurde. Das Filtrat vom Bariumsulfat setzte beim Eindampfen prismatische 
und seidenglänzende blättrige Kristalle ab. Sie schmolzen bei gelinder 
Wärme, bräunten sich etwas und stießen einen heftig zum Husten reizenden 
Dampf aus; zuletzt verflüchtigten sie sich unter Zurücklassung einer un- 
bedeutenden Menge Kohle. Beim Erhitzen in einem langen Glaskolben 
sublimierten sie in Form seidenglänzender durchsichtiger Nadeln. Sie 
lösten sich in 10 bis 12 Teilen Wasser, während die ursprünglichen hierzu 
gegen 50 Teile benötigten. Die wässerige Auflösung der Säure gab mit 
Silbernitrat einen weißen, sich an der Luft bräunenden, mit Eisenchlorid 
einen grünlichgelben, mit essigsaurem Blei einen reichlichen weißen Nieder- 
schlag. Goldauflösung wurde unter Gasentwicklung reduziert. Durch 
Neutralisieren mit Kali und Natron entstanden zerfließliche Salze. Durch 
konzentrierte Schwefelsäure wurden die Kristalle in eine salzige Substanz 
umgewandelt. Salpetersäure oxydierte anscheinend zu Oxalsäure. 


Der Nachweis ist unzureichend. 


.O. Koehnke (Arch. d. Pharm. (2) 89, 153, 1844) kochte Lactuca virosa 
und Lactuca sativa mit Wasser aus, fällte mit Bleiacetat und zersetzte 
mit Schwefelwasserstoff, dampfte das Filtrat vom Bleisulfid ein und 
fällte die Pektinstoffe mit Alkohol. Die alkoholische Lösung wurde mit 
Wasser versetzt, der Alkohol abdestilliert, die Lösung mit Ammoncarbonat 
gesättigt und eingedampft. Es hinterblieb ein kristallines Ammonsalz aus 
dem über das Bleisalz die freie Säure gewonnen wurde Prismatisch- 
tafelförmige Kristalle, die in der Hitze vollständig flüchtig waren unter 
Bildung von zu Husten reizenden Dämpfen und eines Sublimats, aus 
welcher die Säure wiedergewonnen werden konnte. Die wässerige Lösung 
gab Niederschläge mit Bleiacetat, Silbernitrat, Mercuronitrat, Zinkacetat 
und einen bräunlich-voluminösen mit Eisenchlorid. Weiter wurde noch 
das saure Kalısalz, beide Natronsalze, das saure Ammonsalz, das Kalk-, 
Barium-, Magnesium-, Kupfer-, Silber-, Zink-, Ferri- und das Bleisalz 
hergestellt und mit den entsprechenden Salzen aus käuflicher Bernstein- 
säure verglichen, wobei sich vollständige Übereinstimmung zeigte. 


Die qualitativen Reaktionen und der Vergleich verschiedener Salze aus 
der fraglichen Säure und aus käuflicher Bernsteinsäure machen es immerhin 
wahrscheinlich, daß in Lactuca virosa und in Lactuca sativa Bernsteinsädure 
enthalten ist. 


Michele Cappola (Gaz. chim. ital. 10, 9, Ref. Ber. d. deutsch. chem. 
Gesellsch. 18, 578, 1880) untersuchte Stereocaulum Vesuvianum. „Der 
Verfasser hat aus dieser Pflanze, welche beim Verbrennen eine an Kiexel- 
saure, BEisenoxyd und Tonerde reiche Asche hinterläßt, durch Ausziehen 
mit Kalkmilch, Fällen der Auszüge mit Bleiessig, Zersetzen des Bleinieder- 
schlags mit Schwefelwasserstoff, Aufnehmen der dadurch in Freiheit ge- 
setzten organischen Verbindungen in Äther usw. neben einem harzigen 
Farbstoff eine Säure (F 179 bis 181°) isoliert, die allem Anschein nach Bern- 
steinsäure ist.“ Ferd. Tiemann. 


Der Nachweis ist unzureichend. 
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Wilh. Keim (Zeitschr. f. analyt. Chem. 80, 401, 1891) neutralisierte 
den Saft der Weichselkirschen, Prunus cerasus, mit Calciumcarbonsat, 
filtrierte den Niederschlag ab, wandelte durch Kochen mit Natriumcarbonat 
in die Natronsalze um und fällte nach dem Neutralisieren mit Essigsäure 
die Citronensäure durch Kochen mit Ammonacetat und Calciumacetat. 
Aus dem Filtrat vom Calciumcitrat wurde durch Zusatz von Bleiacetat 
und 2 Vol. Alkohol äpfelsaures Blei gefällt. Das Filtrat wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Bleisulfid auf dem Weasserbade ein- 
geengt, mit Ammoniak neutralisiert und mit neutraler Eisenchloridlösung 
gefällt, der Niederschlag abfiltriert, in Schwefelsäure gelöst, die Lösung 
mit Äther ausgeschüttelt und der Äther verdampft. Der Rückstand bildete 
unter dem Mikroskop deutlich monokline Prismen. ‚Beim Erhitzen im 
Platinlöffelchen schmolzen die Kristalle, um dann unter Entwicklung der 
charakteristischen, stechend riechenden Dämpfe sich zu verflüchtigen.“ 


Der Nachweis ist unzureichend. 


S. Sawa (Bull. Soc. Agr. of Tokio 4, 399, 1900/01) preßte den Pseudo- 
stamm von Musa Basjoo aus, fällte 400 ccm des filtrierten Saftes mit Blei- 
acetat, zersetzte mit Schwefelwasserstoff und dampfte das Filtrat vom 
Bleisulfid zur Trockne ein, wobei 0,72 g einer kristallinen Masse zurück- 
blieben. Eine Probe lieferte beim Erhitzen auf dem Platinblech die für 
Bernsteinsäure charakteristischen, stechend riechenden Dämpfe. Die Masse 
wurde in wenig Wasser gelöst und die Lösung mehrmals mit Äther aus- 
geschüttelt; beim Verdampfen des Äthers hinterblieben Kristalle, die mit 
denen der Bernsteinsäure übereinstimmten (F. 179,59). Die gesättigte 
Lösung des Natriumsalzes gab mit Eisenchlorid einen bräunlichen Nieder- 
schlag. 


Die qualitativen Reaktionen und vor allen Dingen der Schmelzpunkt 
machen es immerhin wahrscheinlich, daß Bernsteinsäure in Musa Basjoo 
vorkommt. 


A. Tschirch und G. Weigel (Arch. d. Pharm. 238, 387 u. 411, 1900) 
unterwarfen Lärchenterpentin, Larix decidua, der trocknen Destillation. 
Am dritten Tage zeigten sich an der Retortenwandung einige kleine Kri- 
ställchen, die in warmem Wasser löslich waren und deren Lösung mit Eisen- 
chlorid einen rotbraunen Niederschlag gaben. Die Destillate wurden in 
Äther gelöst, die Lösung mit 2proz. Sodalösung ausgeschüttelt, die wässerige 
Lösung eingedampft, Harz abfiltriert, mit Schwefelsäure angesäuert und 
Ameisensäure und Essigsäure mit Wasserdampf übergetrieben. Der 
Destillationsrückstand wurde eingedampft, der Rückstand mit Alkohol 
ausgezogen und letzterer verdampft, wobei ein geringer Rückstand hinter- 
blieb. Seine neutralisierte Lösung gab mit Eisenchlorid, Bariumchlorid und 
Bleiacetat die für Bernsteinsäure charakteristischen Fällungen. Nach 
dem Umsublimieren schmolz die Säure bei 182 bis 183°. 


Die qualitativen Reaktionen und der Schmelzpunkt machen es wahr- 
scheinlich, daß bei der trocknen Destillation des Lärchenterpentins Bernstein- 
säure entsteht. 


A. Techirch und E. Bruening (Arch. d. Pharm. 289, 616, 630 u. 487) 
untersuchten nach der gleichen Methode wie beim Lärchenterpentin ge- 
schildert den Harzbalsam von Picea vulgaris, den von Pinus pinaster und 
den von Abies canadensis. 


Vorkommen der Bernsteinsäure in den Pflanzen. 331 


Nach den Angaben ist es wahrscheinlich, daß bei der trocknen Destillation 
des Harzbalsams von Picea vulgaris und von Abies canadensis Bernsteinsäure 
enisteht, da in beiden Fällen der Schmelzpunkt der Säure angegeben ist. Im 
Falle von Pinus pinaster ist der Nachweis unzureichend. 


A. Tschirch und B. Niederstadt (Arch. d Pharm. 289, 145, 1901) 
konnten unter den Destillationsprodukten des Harzes von Pinus silvestris 
Bernsteinsäure nachweisen; die Säure gab die charakteristischen Fällungen 
mit Ferrichlorid, Barıiumchlorid und Bleiacetat und schmolz nach der 
Sublimation bei 184°. 


Es ist wahrscheinlich, daß bei der trocknen Destillation des Harzes von 
Pinus silvestris Bernsteinsäure entsteht. 


Tschirch und Koch (Arch. d. Pharm. 240, 202 u. 272, 1902) konnten 
aus den Produkten der trocknen Destillation von Damara orientalis und 
des Harzes von Picea vulgaris geringe Mengen Bernsteinsäure abscheiden. 
Die Säure gab die charakteristischen Reaktionen mit Eisenchlorid, Barium- 
chlorid und Bleiacetat. Der Schmelzpunkt ist nicht angegeben. 


Der Nachweis ist unzureichend. 


Bille Gram (Landwirtsch. Versuchsstat. 57, 276, 1902) rührte 50g 
durch Äther entfettete Samen des Fenchels, Foenieulum capillaceum, mit 
Wasser zu einem dünnen Brei an und fügte 4 bis 5 ccm 30 proz. Essigsäure 
hinzu. Nach 1 Stunde wurde abfiltriert und das Verfahren so oft wieder- 
holt, bis der Auszug mit Bleiacetat keinen Niederschlag mehr lieferte. 
Die Lösungen wurden mit Soda neutralisiert, mit neutralem Bleiacetat 
gefällt, nach Zusatz von 2 Vol. Alkohol filtriert, mit einem Gemisch von 
Alkohol und Wasser ausgewaschen, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das 
Filtrat vom Bleisulfid auf ungefähr 150 ccm eingedampft und mit Kalium- 
carbonatlösung neutralisiert. Die Lösung wurde mit Eisenchlorid auf 
Bernsteinsäure geprüft; die Reaktion war aber nicht besonders charak- 
teristisch. Über das Bleisalz wurde wieder die freie Säure gewonnen und 
diese durch Erhitzen in einem Sandbade auf 160° der Sublimation unter- 
worfen. Die mikroskopische Untersuchung des Sublimats zeigte, daß 
wahrscheinlich ein Gemisch von Fumar-, Malein- und Bernsteinsäure 
vorlag. Der Rückstand wurde ausgekocht; nach dem Erkalten schied sich 
Fumarsäure ab. Das Filtrat hiervon gab nach dem Neutralisieren mit Kali 
auf Zusatz von Bariumchlorid beim Kochen bernsteinsauren Baryt; dieser 
gab beim Stehen mit wenig Wasser und einigen Tropfen Eisenchlorid- 
lösung einen rotbraunen gelatinierenden Niederschlag. 


Der Nachweis ist unzureichend. 


Constantin Zwenger (Liebigs Ann. 48, 122, 1843) kochte Wermut, 
Artemisia Absynthium, ohne Wurzeln, mit Wasser aus, fällte mit Bleiacetat 
und vervollständigte die Fällung durch fast vollständiges Neutralisieren 
mit Ammoniak. Der Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid nochmals mit Bleiacetat gefällt, wieder 
zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid zu einem Sirup eingedampft und dieser 
mit Äther ausgezogen. Der nach dem Abdestillieren des Äthers hinter- 
bleibende schwarzbraune Rückstand wurde mit Wasser übergossen, vom 
ausgeschiedenen Harz getrennt und eingedampft; die hierbei erhaltenen 
Kristalle wurden sublimiert und durch Wasser oder Salpetersäure von 
Enpyreumß gereinigt. 40 Pfund trockner Pflanzen gaben kaum 1 g trockner 
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Säure. Mit Blei und Silbersalzen gab sie eine weiße Fällung und mit Eisen- 
chlorid einen braunroten Niederschlag. Die Elementaranalyse der Säure 
und des Silbersalzes gaben auf Bernsteinsäure bzw. sein Silbersalz gut 
stimmende Werte. 

Es dürfte sicher sein, daß im Wermut Bernsteinsäure enthalten ist. 


Heinrich Bunner und Rudolf Brandenburg (Ber. d. deutsch. chem. 
Gesellsch. 9, 982, 1876) preßten 50 Pfund Trauben, Vitis vinifera, die Mitte 
Juni geerntet waren, ließen den Saft in Kreide fließen, filtrierten, kochten 
das Filtrat auf, filtrierten und dickten das Filtrat auf dem Wasserbade ein. 
Die dunkelbraune, zähe Masse wurde mit heißem Wasser ausgezogen, der 
Auszug mit Tierkohle entfärbt und eingedampft, wobei harte Kristall- 
krusten erhalten wurden. Das Kalksalz wurde zum Teil in das Silbersalz, 
zum Teil in das Bleisalz überführt und aus diesen die freie Säure dargestellt. 
Nach dem Reinigen mit Tierkohle und Umkristallisieren aus Alkohol und 
Äther wurden weiße, sublimierende Kristalle vom Schmelzpunkt 180° 
erhalten. Eisenchlorid gab mit der Lösung des Kalksalzes einen hellbraunen, 
voluminösen Niederschlag, Silbernitrat und Bleiacetat weiße, amorphe 
Fällungen. Die Elementaranalyse der Säure gab gut auf Bernsteinsäure 
stimmende Werte; die Kalk- und Weasserbestimmung im Calciumsalz gut 
auf bernsteinsauren Kalk plus drei Wasser stimmende Werte. 

Es dürfte sicher sein, daß in unreifen Trauben Bernsteinsäure enthalten ist. 


G. Goldschmiedt {Sitzungsber. d. Wiener Akad. d. Wiss. math.-phys. KI. 
85, (2) 265, 1882; Monatsh. f. Chem. 8, 136, 1882) untersuchte die aus 
Rissen in der Rinde von Maulbeerbäumen, Morus alba, ausschwitzende., 
salzig schmeckende Flüssigkeit, die an der Luft zu kristallinen Krusten 
eintrocknete und die in der Hauptsache bernsteinsaurer Kalk waren. 
Nach mehrmaligem Umkristallisieren gaben sie gut auf bernsteinsauren 
Kalk stimmende Calciumwerte. Die freie Säure schmolz bei 180°. An den 
Ausflußstellen war stets noch eine braune, humusartige Substanz zu finden, 
welche nach Wiesner aus eingetrockneten Plasmodien und sporenführenden 
Fruchtkörpern eines Myxomyceten bestand. Dieser ist vielleicht für die 
Bernsteinsäure verantwortlich zu machen. 

Daß in den Ausschwüzungen der Rinde von Morus alba Bernsteinsäure 
enthalten ist, dürfte sicher sein; sicher ist aber nicht, daß die Bernsteinsdure 
ursprünglich darin enthalten ist. 


H. Kunz (Arch. d. Pharm. 228, 721, 1885) löste 1l kg offizinellen Bella- 
donnaextrakt, Atropa Belladonna, in der gleichen Menge Wasser, fällte 
die Pektinstoffe durch Alkohol, entfernte den Alkohol aus dem Filtrat 
im Vakuum, fällte mit Bleiacetat und zersetzte den Niederschlag mit 
Schwefelwasserstoff; das klare, braune Filtrat vom Bleisulfid wurde dann 
mit Äther ausgeschüttelt. Die Säure wurde erneut mit Bleiacetat gefällt 
und die salpetersaure Lösung des Bleiniederschlags mit Äther ausgezogen. 
Die ätherische Lösung wurde mit Tierkohle entfärbt und der Äther ver- 
dunstet, wobei farblose, teils rhombische, teils sechsseitige monokline 
Blättchen erhalten wurden. Die Säure schmolz bei 183° und war subli- 
mierbar. Die Elementaranalyse der Säure gab leidlich auf Bernsteinsäure, 
die Bariumbestimmung im Bariumsalz gut auf bernsteinsauren Baryt 
stimmende Werte. 

Es dürfte sicher sein, daß in Atropa Belladonna Bernsteinsäure ent 
halten ist. 
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Brunner und Chuard (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 19, 597, 1886) 
preßten die Blattstiele des Rhabarbers, Rheum officinale, aus, kochten 
den Saft, filtrierten, dampften zum Sirup ein und zogen den Rückstand 
mit warmem Alkohol aus. Beim Abkühlen kristallisierte Salpeter. Das 
Filtrat hiervon lieferte säulenförmige Kristalle, die unter Zusatz von Tier- 
kohle umkristallisiert wurden. Weiße, sublimierbare Kristalle, die bei 
180° schmolzen. Chlorcalciumlösung gab keine Fällung, Eisenchlorid einen 
hellbraunen, voluminösen Niederschlag. Das Silbersalz gab einen leidlich 
auf bernsteinsaures Silber stimmenden Silberwert. 

Es dürfte sicher sein, daß in den Stielen des Rhabarbers Bernsteinsäure 
enthalten ist. | 


E. Schmidt (Arch. d. Pharm. 224, 531, 1886) fällte mit Essigsäure 
angesäuerte Abkochung des Schöllkrauts, Chelidonium majus, mit neu- 
traler Bleiacetatlösung und das Filtrat mit basischer Bleiacetatlösung. Der 
letzte Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat 
vom Bleisulfid zur Sirupdicke eingedampft und mit siedendem Äther aus- 
gezogen. Die nach dem Abdampfen des Äthers hinterbleibenden Kristalle 
wurden durch Sublimation und Umkristallisieren aus Wasser oder Äther 
gereinigt. Sie schmolzen bei 184° und zeigten keinen Unterschied in der 
Kristallform und in dem Verhalten gegen Eisenchloridlösung und andere 
Reagenzien gegenüber Bernsteinsäure. Die Elementaranalyse gab leidlich 
auf Bernsteinsäure stimmende Werte. 


Es dürfte sicher sein, daß im Schöllkraut Bernsteinsäure enthalten ist. 


A. Tschirch und E. Aweng (Arch. d. Pharm. 2832, 660, 1894) extra- 
hierten Bernsteinpulver wochenlang mit 96proz. Alkohol und behandelten 
dann mehrere Monate bei Zimmertemperatur mit einer 0,5 proz. alkoholi- 
schen Kalilauge. Der Alkohol wurde abdestilliert, der Rückstand mit 
verdünnter Schwefelsäure angesäuert, filtriert, das Filtrat auf dem Wasser- 
bade bis fast zur Trockne eingedampft, der Rückstand zerrieben und mit 
Alkohol ausgezogen. Nach dem Abdestillieren des Alkohols wurde der 
Rückstand mit kleinen Mengen Wasser gewaschen und dann aus Wasser 
umkristallisiert. Schmelzpunkt 180%. Eine Elementaranalyse gab gut auf 
Bernsteinsäure stimmende Werte. 

Es dürfte sicher sein, daß sich auf die angegebene Weise aus Bernstein 
Bernsteinsäure abscheiden läßt; die Säure dürfte aber nicht in freiem Zu- 
Sonde, sondern als Ester darin enthalten sein. 


W. R. Dunstan und F. A. Henry (Journ. Chem. Soc. 78, 226, 1898) 
untersuchten das Holz von Goupia tomentosa, hauptsächlich auf die 
flüchtigen Bestandteile. Das in feine Späne geschnittene Holz wurde der 
Wasserdampfdestillation unterworfen, die zurückbleibende wässerige Lösung 
mit Soda alkalisch gemacht, auf dem Wasserbade eingetrocknet, der Rück- 
stand mit verdünnter Schwefelsäure angesäuert, das sich abscheidende 
Öl mit Äther aufgenommen, der Äther verdampft und der Rückstand 
fraktioniert. Der dunkle Destillationsrückstand wurde mit Äther auf- 
genommen, die Lösung mit Tierkohle entfärbt und der Äther verjagt. 
Nach einigen Monaten wurde eine geringe Menge Kristalle erhalten, die bei 
180° schmolzen. Die Silberbestimmung im Silbersalz gab 62,2%, Ag anstatt 
der berechneten 64,4 %. 


Der Nachweis ist unzureichend. 
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E.O. v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 54, 3112, 1921) 
konnte von vergilbten Blättern der weißen Anemone, Anemone nemorosa, 
mehrere Gramme eines äußerst feinen Pulvers sammeln, welches sich als 
bernsteinsaurer Kalk erwies. Die daraus abgeschiedene Säure schmolz 
bei 180° und ging bei 235° in das Anhydrid über. Die Elementaranalyse 
lieferte gut auf Bernsteinsäure stimmende Werte und das Bariumsalz gab 
einen gut auf bernsteinsaures Barium stimmenden Bariumwert. 

Es ist sicher, daß in den Ausblühungen vergilbter Blätter der Anemone 
Bernsteinsäure enthalten ist. 


Hartwig Franzen und Emmi Stern (Zeitschr. f. physiol. Chem. 121. 195, 
1922) fällten einen wässerigen Auszug der Himbeerblätter, Rubus Idaeus, 
mit Bleiacetat, entbleiten das Filtrat, dampften das Filtrat vom Bleisulfid 
auf ein kleines Volumen ein, extrahierten mit Äther, veresterten die äther- 
löslichen Säuren und unterwarfen die Ester der gebrochenen Destillation. 
Aus den verschiedenen zwischen 95 bis 120° siedenden Fraktionen konnte 
Bernsteinsäuredihydrazid gewonnen werden, welches den in der Literatur 
angegebenen Schmelzpunkt zeigte und in Mischung mit Bernsteinsäure- 
dihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung erkennen ließ. Die Stick- 
stoffbestimmungen gaben gute Werte. 

Es ist sicher, daß in den Himbeerblättern Bernsteinsäure enthalten is. 


Hartwig Franzen und Früz Helwert (Zeitschr. f. physiol. Chem. 122, 
46, 1922) konnten aus dem Bleiniederschlag des Kirschsaftes, Prunus 
avium, nach der Esterhydrazidmethode Bernsteinsäuredihydrazid ge- 
winnen, welches den richtigen Schmelzpunkt zeigte und in Mischung mit 
Bernsteinsäuredihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung erkennen ließ. 
Die Elementaranalyse gab gut stimmende Werte. Ferner zeigte die 
Benzylidenverbindung den richtigen Schmelzpunkt und gab gute Stick- 
stoffwerte. 


Es ist sicher, daß- im Kirschsaft Bernsteinsäure enthalten ist. 


Hartwig Franzen und Rudolf Ostertag (Zeitschr. f. physiol. Chem. 122, 
263, 1922) konnten aus dem Bleiniederschlag des Preßsafts von Echeveris 
secunda glauca nach der Esterhydrazidmethode geringe Mengen Benzyliden- 
bernsteinsäuredihydrazid gewinnen, welches den richtigen Schmelzpunkt 
aufwies und in Mischung mit Benzylidenbernsteinsäuredihydrazid keine 
Schmelzpunktserniedrigung zeigte. Eine Stickstoffbestimmung gab einen 
guten Wert. 

Es ist sicher, daß in Echeveria secunda glauca Bernsteinsäure enthalten isi. 

Edmund O.v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 55, 3038, 
1922) konnte aus Vogelbeerensaft, Pirus Aucuparia, Bernsteinsäure ab- 
scheiden, die bei 180° schmolz und bei 235° unter Anhydridbildung zu subli- 
mieren begann. Das Bariumsalz gab eine gut stimmende Bariumbe 
stimmung. 

Es ist sicher, daß in den Vogelbeeren Bernsteinsäure enthalten ist. 


Zusammenfassung. 


Bei einer kritischen Durchsicht der Arbeiten über das Vorhandensein 
der Bernsteinsäure in den Pflanzen zeigt sich, daß von den 33 Pflanzen, 
in denen diese Säure vorkommen soll, zehn übrig bleiben, in denen sie sicher, 
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und drei, in denen sie wahrscheinlich nachgewiesen ist; Wahrscheinlich 
ist die Säure nachgewiesen in: 1. Lactuca virosa (Blätter); 2. Lactuca 
sativa (Blätter); 3. Musa Basjoo (Pseudostamm). Und sicher in: 
1. Wermut, Artemisia Absynihium (Kraut); 2. Weinstock, Vitis vinifera 
(unreife Beeren); 3. Tollkirsche, Atropa Belladonna (Blätter); 4. Rha- 
barber, Rheum officinale ( Blaitstiele); 5. Schöllkraut, Chelidonium majus 
(Kraut); 6. Buschwindröschen, Anemone nemorosa (vergilbte Blätter); 
7. Himbeere, Rubus Idaeus (Blätter); 8. Vogelkirsche, Prunus avium 
(Früchte); 9. Echeveria secunda glauca (Blätter); 10. Eberesche, Pirus 
Aucuparia (Beeren). | 


Über ein neues Induktorium 
für Leitfähigkeitsbestimmungen mit Wechselstrombetrieb. 


Von 
Ferd. Scheminzky, Wien. 


(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universität.) 
(Eingegangen am 13. Januar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Leitfähigkeitsbestimmungen gewinnen auch im Gebiete der Bio- 
chemie wegen der Möglichkeit eines Rückschlusses auf Konzentration 
und Dissoziation immer mehr an Bedeutung. Es soll daher hier im 
folgenden ein Apparat kurz beschrieben werden, welcher Leitfähigkeits- 
bestimmungen erleichtert und daher auch für den physiologischen 
Chemiker von Bedeutung ist. Es handelt sich um ein neues, geräuschlos 
arbeitendes Induktorium. 

Für die Leitfähigkeitsbestimmungen — speziell derjenigen von 
Flüssigkeiten — bedient man sich heute allgemein der Wechselströme, 
welche durch ein Induktorium geliefert werden. Das Induktorium 
bringt den zur Verfügung stehenden, niedrig gespannten Strom der 
Batterie auf eine hohe Spannung, welche zur Überwindung des großen 
Widerstandes im Stromkreis nötig ist, andererseits verwandelt es den 
Gleichstrom in den Wechselstrom, welcher notwendig ist, um als Null- 
instrument ein Telephon verwenden und auch die innere Polarisation 
vermeiden zu können, welche in flüssigen Medien bei Anwendung 
gleichgerichteter Ströme auftreten und als scheinbarer Widerstand 
sich zu dem wirklichen addieren. Die Anwendung des gewöhnlichen 
Induktoriums bietet aber eine Reihe von Nachteilen. Abgesehen von 
der Wartung und Instandhaltung der Batterie bleibt der mechanische 
Unterbrecher des Induktionsapparats gern von selbst stehen, ins- 
besondere nach längerem Betrieb und oft inmitten einer Bestimmung. 
Was aber am meisten bei der Messung stört, das ist der Lärm, den der 
Unterbrecher macht. Man baut zwar für den Apparat einen schall- 
dichten Kasten, aber absolut lautlos arbeitet auch in diesem Falle das 
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Instrumentarium nicht. Wenn es aber gilt, das Tonminimum im Tele- 
phon auf I mm genau festzulegen, stört natürlich auch das geringste 
Geräusch. 

Die naheliegendste Idee wäre, den wohl jedem Institut zur Ver- 
fügung stehenden Wechselstrom in die Primärspule hineinzuleiten, 
eventuell unter Vorschaltung eines geeigneten Widerstandes. Diese 
Anordnung ist aber nicht sehr brauchbar, weil der in der Sekundär- 
spule induzierte Strom wieder ein Strom von Sinusform ist und dieser 
die Membran niemals in so starke Schwingungen versetzt, wie die 
einzelnen Schläge des faradischen Stromes, da sich zwischen ihnen 
Pausen befinden. 

Ich habe nun ein Induktorium konstruiert, welches als Primär- 
strom doch den Wechselstrom benutzt, und das trotzdem im Sekundär- 
kreis keinen sinusförmigen Strom 
erzeugt, sondern einen, der dem 
faradischen Strom ähnlich ist. Dies 
wird durch die Vorschaltung einer 
Glimmstromgleichrichterröhre als 
lautloserStromunterbrechererreicht. 

Die Glimmgleichrichterröhren, 
welche jetzt im Handel erhältlich 
sind, haben ungleich ausgebildete 
Elektroden, welche sich in einer 
Edelgasatmosphäre befinden. Sie 
üben auf den hindurchfließenden 
Wechselstrom eine Art von Ventil- 
wirkung aus, indem sie den Strom 
in der einen Richtung passieren 
lassen, ihn aber in der anderen 
Richtung sehr stark abschwächen, 
so daß in: der Stromkurve nur eine Abb. 1. 
winzige Zacke zu sehen ist. Der die Röhre passierende Strom wird 
daher ein stoßweiser Gleichstrom sein. Dieser Strom gelangt nun in 
die primäre Windung eines Transformators und induziert in den sekun- 
dären Windungen einen hochgespannten, unsymmetrischen Wechselstrom 
mit Pausen. Ka 

Die technische Herstellung des neuen Apparats wurde von der 
mechanischen Präzisionswerkstätte des Universitätsmechanikers Lud. 
Castagna!) übernommen, von wo er auch bezogen werden kann. Die 
beigegebene Abb. 1 zeigt das Induktorium. St ist der Stecker, mit 
dem der Anschluß an die 110 oder 220 Volt-Leitung des Wechselstrom- 





!) Wien, IX. Schwarzspanierstraße 17. 
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netzen erfolgt, OG R. ist die Unterbrecherröhre, T die Transformator- 
spule und X die Klemmen, an welchen der sekundäre Strom abgenommen 
werden kann. Da die Röhre nur wenig Strom verträgt und bei Über- 
lastung beschädigt werden kann, so ist noch ein Widerstandsstab W 
eingeschaltet, welcher zugleich als Regulator für den Sekundärkreis 
dient. Außerdem befindet sich noch im Stecker eine Sicherung gegen 
zu große Stromstärken. 

Das neue Induktorium arbeitet nicht nur geräuschlos, sondern 
bietet auch den Vorteil eines absolut sicheren Betriebes, da der Strom- 
übergang sofort beim Einschalten erfolgt und infolge der geringen 
Durchschlagsspannung der als Füllung verwendeten Edelgase auch 
schon bei geringerer Spannung als 110 oder 220 Volt erfolgt, was bei 
Anwendung sehr schwacher Primärströme von Bedeutung ist, da dann 
ein Teil der Spannung im Vorschaltwiderstand liegt. Durch den direkten 
Anschluß an die Lichtleitung wird auch die Batterie und deren Wartung 
erspart und trotzdem nicht mehr, eher weniger an Stromenergie ge- 
braucht. 


Über den Gehalt des Leinöls an „fettlöslichem Faktor A“. 


Von 
Alexander Palladin. 


(Physiologisches Laboratorium des Instituts für Land- und Forstwirtschaft, 
Charkow, Ukraine.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen, welche in den letzten Jahren hauptsächlich 
von amerikanischen Gelehrten ausgeführt wurden, haben gezeigt, daß 
die Tiere nur dann wachsen und sich normal entwickeln können, 
wenn ihre Nahrung einer Anzahl von Bedingungen entspricht. Ab- 
gesehen davon, daß dieselbe in vollkommen genügender Menge (Anzahl 
der Kalorien) vorhanden sein soll, muß’sie neben einem genügenden 
Gehalt an Eiweiß, Fetten, Kohlehydraten und Salzen noch Vitamine, 
richtiger den ‚‚fettlöslichen Faktor A“ und den ‚‚wasserlöslichen 
Faktor B‘ enthalten. 

Wenn in der Nahrung eines Menschen oder Tieres diese beiden 
Faktoren fehlen, so kann der betreffende Organismus nicht gedeihen 
und geht früher oder später zugrunde. Wenn nur der ‚fettlösliche 
Faktor A“ in der Nahrung fehlt, so vermag sowohl der erwachsene 
als auch der jugendliche Organismus ziemlich lange ohne sichtbare 
Störung seiner Körperfunktionen zu leben, Jedoch wird ein jugendlicher 
Organismus mit noch nicht abgeschlossenem Wachstum dasselbe ein- 
stellen und eine anormale Entwicklung einschlagen. Ein erwachsener 
Organismus kann demnach bedeutend länger ohne den ‚‚fettlöslichen 
Faktor A“ auskommen, während ein wachsender Organismus der 
Anwesenheit beider Faktoren bedarf um sich normal entwickeln und 
wachsen zu können. Wenn in der Nahrung eines jugendlichen 
Organismus bei Fehlen des ‚wasserlöslichen Faktors B“ der , fett- 
lösliche Faktor A“ enthalten ist, so unterbleibt wiederum ein weiteres 
Wachstum, wobei sowohl der erwachsene als auch der jugendliche 
Organismus das Fehlen des ‚‚fettlöslichen Faktors“ leichter übersteht 
als das des ‚„wasserlöslichen Faktore": Wachstum und normale Ent- 
wicklung eines Kindes oder eines beliebigen anderen Tieres. (Säuger oder 
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Vogel) sind nur möglich, wenn beide Faktoren in der Nahrung enihalten 
sind, wobei dieselbe natürlich allen übrigen Anforderungen entsprechen 
muß, d. h. eine genügende Anzahl Kalorien und genügende Mengen 
vollwertiger Eiweißstoffe und aller dem wachsenden Organismus not- 
wendigen Mineralstoffe enthalten muß. 

Bei den Untersuchungen von Mc Collum und seinen Mitarbeitern!) 
Osborne und Mendel?), Haliberton und Drummond 3), Daniels und 
Nichols®) und A. Palladin, welche festzustellen versuchten, ob die 
einzelnen tierischen und pflanzlichen Nahrungsmittel obigen Bedin- 
gungen entsprächen, ergab es sich, daß die Mehrheit derselben mit 
dem einen oder anderen Mangel behaftet ist. Entweder sind einzelne 
Mineralstoffe in ungenügenden Mengen oder gar nicht vorhanden, oder 
es fehlt der ‚‚fettlösliche Faktor A“, oder sie enthalten zu wenig oder 
gar keinen ‚wasserlöslichen Faktor B“. 

Es erwies sich, daß sehr viele Nahrungsmittel den ‚‚fettlöslichen 
Faktor A“ gar nicht oder nur in so geringen Mengen enthalten, daß 
sie den diesbezüglichen Bedarf des wachsenden Organismus nicht zu 
decken vermögen. Ein vollständiger Mangel des ‚‚fettlöslichen Faktore: 
konnte bei folgenden Ölen festgestellt werden: Provenceröl, Kokosöl, 
Nußöl und Mandelöl, also bei pflanzlichen Fetten; während das Milch- 
fett (Butter), Eidotter, Fischtran (vom Stockfisch) denselben in 
genügenden Mengen enthalten. Der Gehalt des Rinderfetts an fett. 
löslichem Faktor A“ ist bedeutend geringer, und im Schweineschmalz 
fehlt er ganz. 

Bei meinen Untersuchungen über den Vitamingehalt des Buch- 
weizens berührte ich zugleich die Frage nach dem Gehalt an ‚‚fettlöslichem 
Faktor A“ und ‚‚wasserlösliichem Faktor B“ bei einigen anderen 
pflanzlichen Produkten, darunter auch beim Leinöl. Die Resultate 
meiner diesbezüglichen Untersuchungen, welche aus den Jahren 1918 
bis 1919 stammen, teile ich nachfolgend mit. 

Die Versuchsanordnung war genau die gleiche wie bei den Ver- 
suchen mit Buchweizen. Als Versuchstiere dienten auch in diesem 
Falle weiße Mäuse. Sie wurden in aus je vier bis sechs Tieren be- 
stehende Gruppen geteilt, deren jede ihr bestimmtes Futter bekam. 
Die Tiere jeder Gruppe wurden jeden zweiten Tag zu bestimmten 
Stunden gewogen. An Hand der so gewonnenen Gewichtszahlen 
wurden für jede einzelne Maus sämtlicher Gruppen Wachstumskurven 


1) McCollum and Davis, Journ. Biolog. Chem. 19, 1914; 21, 1915; 
23, 1915. McCollum, Simmonds and Püz, ebendaselbst 28, 1916/17: 29, 
1917; 80, 1917; 25, 1916. | 

2) Osborne and Mendel, ebendaselbst, 20, 1915. 

3) Haliberton and Drummond, Journ. of Physiol. 51, 1917. 

4) Daniels and Nichols, Journ. Biol. Chem. 82, 1917. 
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gezeichnet. Um eine Kurve für das normale Wachstum zu erhalten, 
bekamen mehrere Mäuse ein gewöhnliches Mischfutter, welches allen 
oben dargelegten Anforderungen entsprach. Zu trinken bekamen die 
Mäuse während der ganzen Dauer der Versuchszeit nur destilliertes 
Wasser, welchem einmal wöchentlich eine geringe Menge Jodjod- 
kaliumlösung beigefügt wurde. 

Sämtliche ’gereinigten Nahrungsmittel, welche den Tieren nur 
bestimmte”organische Verbindungen oder Salze, nicht aber den fett- 
löslichen oder den wasserlöslichen Faktor liefern sollten (z. B. Casein), 
wurden zur; Entfernung und Zerstörung der möglicherweise in ihnen 
enthaltenen Vitamine 5 bis 6 Stunden in Alkohol gekocht. 

Die ersten Versuche mit Leinöl schlossen sich unmittelbar an 
diejenigen mit Buchweizen an. Die letzteren hatten gezeigt, daß der 
Buchweizen nicht als Quelle des ‚‚fettlöslichen Faktors‘‘ zu dienen 
vermag, da die Versuchsmäuse nicht wuchsen, wenn sie ein Futter 
bekamen, das allen Anforderungen genügte, d. h. eine genügende 
Menge vollwertiger Eiweißstoffe, Salze und den ‚‚wasserlöslichen 
Faktor“ aufwies, aber als einzige Quelle ‚fettlöslichen Faktors‘ nur 
Buchweizen enthielt. Ein erneutes Wachstum trat erst ein, wenn 
als Quelle für ‚‚fettlöslichen Faktor“ eine geringe Menge (5%) Butter 
der Nahrung beigemengt wurde. 


Gewicht 
KEEENBEBERERB 
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Abb. 1. 









Bei diesen Versuchen erhielt nun eine Gruppe. der Versuchsmäuse 
als Quelle ‚‚fettlöslichen Faktors“ an Stelle von Kuhbutter Leinöl. 
Wir erhielten dadurch ein ganz verändertes Versuchsergebnis: die 
Wachstumskurven zeigten keine Neigung zu steigen, wie dies bei 
butterhaltiger Nahrung der Fall war. Es setzte also kein erneutes 
Wachstum ein. Dies drängte zur Annahme, daß das Leinöl wenig 
oder gar keinen ‚„fettlöslichen Faktor“ enthalte, jedenfalls aber be- 
deutend weniger als Butter. 

Das Resultat einer solchen Versuchsreihe ist auf Abbildung 1 
dargestellt. 

Wachstumskurven von Mäusen, in deren Nahrung als Quellen 
„fettlöslichen Faktors‘‘ entweder Buchweizen, Kuhbutter oder Leinöl 
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dienten. Während der ersten Periode bekamen alle Versuchstiere ein 
Futter, in welchem der ‚‚fettlösliche Faktor“ fehlte (als Quelle des- 
selben sollte Buchweizen dienen, welcher jedoch diesen Faktor nicht 
enthält). Von dem mit einem Kreuzchen bezeichneten Moment an 
erhielten die Tiere entweder die zweite Ration, in welcher ein Teil 
des Buchweizens durch Butter ersetzt worden war, oder die dritte 
Ration, welohe an Stelle von Butter Leinöl enthielt. Bei der dritten 
Kurve folgt auf die zweite Periode (mit der dritten Ration) noch 
eine Periode mit der zweiten Ration. 





Salzmischung nach 
Ration 1. | Ration 2. | Ration 3. | Mc Collum 
Buchweizen 60%, Buchweizen 55% | Buchweizen 55% | NaCl... .0,3 
Casein . . . 10 : Casein .. .10 Casein.. .10 :CaH,(PO,) . 0,2 
Salze ... 3 Salze ... 3 :! Salze ... 3 |Calactic. . .1,9 
Agar-Agar . 2 -Agar . 2 | Agar-Agar . 2 Keitric.. . .0,9 
Stärke . 25 Stärke. . .25 | Stärke. ..25  Felactic. 0,1 
| Butter... 5 |Leinöl...5 


In Anbetracht eines solchen Ergebnisses wurden nun spezielle 
Versuche angestellt, um den Gehalt des Leinöls an ‚‚fettlöslichem 
Faktor A“ zu untersuchen. Einige Gruppen von Versuchsmäusen 
erhielten ein Futter, welches keinen ‚‚fettlöslichen Faktor: enthielt, 
sonst aber allen anderen Anforderungen genügte. Andere Gruppen 
erhielten das gleiche Futter, nur daß in demselben ein Teil des 
Buchweizens durch verschiedene Mengen (5 bis 10%) Leinöl ersetzt 
wurde. Das Futter der übrigen (dritten) Gruppen enthielt anstatt 
Leinöl Butter. 


SC 
Se 





Abb, 2. 


Sowohl die erste als auch die zweite Ration erwies sich wieder 
als für junge Mäuse ungeeignet. Versuchstiere, welche eine dieser 
beiden Rationen erhielten, wuchsen nicht. Die Mäuse der dritten 
Gruppe, welche ein butterhaltiges Futter bekamen, wuchsen und 
entwickelten sich vollkommen normal. Andererseits trat auch bei den 
Mäusen der ersten und zweiten Gruppe ein erneutes Wachstum ein, 
sobald in ihrer Nahrung das Leinöl durch Butter ersetzt wurde. Auf 
der zweiten Abbildung sind die Wachstumskurven der ersten drei 
Gruppen dargestellt. 
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Wachstumskurven von Mäusen bei einer keinen ‚‚fettlöslichen 
Faktor A“ enthaltenden Nahrung (Ration 1 mit Schweineschmalz), 
einem Futter, welches Leinöl als Quelle für ‚‚fettlöslichen Faktor“ 
enthält (Ration 2), und einem Futter, welches Butter enthält (Ration 3, 
welche allen Anforderungen genügt). Die Kreuzchen auf den Kurven 
geben den Zeitpunkt an, an welchem eine Ration durch eine andere 
ersetzt wurde. Die Salzmischung hat die gleiche Zusammensetzung 
wie in Abb. 1. 


Ration 1. Ration 2. 
Buchweizen . . 65% Unterschied sich von Ration 1 dadurch, daß 
Casein ..... 10 sie an Stelle von 5% Schweineschmalz 5 bis 10% 
Agar-Agar... 2 Leinöl enthielt, wobei die Buchweizenmengen 
Schweineschmalz 5 entsprechend verringert wurden (65 bis 60%). 
Salze ..... 4 Die dritte Ration enthielt an Stelle der 5% 


Stärke . ... . 14 Schweineschmalz 5% Butter. 


Aus obigen Versuchsergebnissen können wir nun folgenden Schluß 
ziehen: Das Leinöl enthält gar keinen oder so wenig „fettlöslichen 
Faktor A“, daß ein Gehalt der Nahrung von A bis 10%, Leinöl den 
Bedarf eines wachsenden Organismus an ‚Jeltlöslichem Faktor“ nicht zu 
decken vermag. 

Daß in allen diesen Versuchen die Wachstumsverzögerung durch 
den Mangel der Nahrung an ‚‚fettlöslichem Faktor“ (dessen Quelle 
das Leinöl bilden sollte) aber nicht durch irgend einen anderen Fehler 
derselben hervorgerufen wurde, davon überzeugten uns die Ergebnisse 
des Ersatzes des Leinöls durch Butter; mit der Butter wurde in die 
Nahrung der ‚‚fettlösliche Faktor“ eingeführt, und es trat eine sofor- 
tige Wachstumserneuerung ein. 

McCollum, Simmonds und Pitz), welche den Nährwert ver- 
schiedener Pflanzenprodukte (Blätter und Samen) in bezug auf den 
Gehalt derselben an allen für das Wachstum und das Leben der 
Organismen notwendigen Stoffe untersuchten, fanden, daß das Fett der 
Leinsamen eine bedeutende Menge ‚‚fettlöslichen Faktors‘ enthalte. Die 
Leinsaat konnte in Form von Mehl als einzige Quelle des ‚‚fettlöslichen 
Faktors‘‘ dienen, denselben in einer Menge liefernd, welche für ein 
normales Wachstum der Versuchstiere (Ratten) genügte. 

Um diesen Widerspruch zwischen Mc Collum und unseren Ver- 
suchsergebnissen zu klären, wurden neue Versuchsreihen angestellt. 


Erstens wurde die Fütterung der Mäuse mit leinsasthaltigen 
Rationen nach McCollum versucht, bei deren Verabfolgung der 
letztere ein normales Wachstum seiner Versuchstiere beobachtet hatte, 
und zweitens bekamen die Mäuse die gleichen Rationen nach Mc Collum, 


1) Mc Collum, Simmonds and Pitz, Journ. Biolog. Chem. 80, 13, 1917. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 23 
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nur wurde in denselben das Leinsaatmehl durch das käufliche Leinöl 
ersetzt. 


Im ersten Falle trat kein Abbruch des Wachstums ein; die 
Mäuse wuchsen, wenn auch bedeutend langsamer als bei normaler 
Fütterung. 


Die ersten drei Kurven sind Wachstumskurven von Mäusen, die mit 
Mais, Leinsaat und einem Salzgemenge gefüttert wurden (Ration 1, 
McCollum). Die folgenden drei Kurven sind Beispiele für Wachstums- 
kurven von Mäusen, deren Ration (Ration 2) sich von der vorher- 
gehenden (Ration 1, McCollum) nur dadurch unterschied, daß sie an 
Stelle von Leinsaatmehl Leinöl enthielt. 


Ration 1 Mc Collum | Ration 2. y | Salzmischung. 
Mais ..... 86,3%, Mais ..... 86,3%, | NaCl. ...... 0,173 
Leinsaat .10 Leinöl 10  MgSO,...... 0,266 
Salze... . . 3,7 Sale... 3,7 | NaHı(PO)H,O |034 
KH,PO,..... 0,954 
CaH,(PO,),H, O .0,540 
Fe citric.. .... 0,118 
Ca lactic. . . . . 1,300 


Also ergab es sich auch bei unseren Versuchen, daß die Leinsaat 
„fettlöslichen Faktor“ enthält, wenn auch in bedeutend geringerer 
Menge als Butter. 

Bei den Versuchen der zweiten Reihe wurde wiederum eine 
Wachstumsverzögerung beobachtet, wie bei den auf Abb, l und 2 
get Versuchsreihen. Das Leinöl und seine Kombination mit. 
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Abb. 3. 


Mais vermochten nicht dem wachsenden Organismus die ihm not- 
wendigen Mengen „fettlöslichen Faktore: zu liefern. Auf Abb.3 
sind die Wachstumskurven von Mäusen aus den eben geschilderten 
Versuchsreihen dargestellt. 

Es erweist sich also, daß die Leinsaat genügende Mengen fett, 
löslichen Faktors“ enthält, während das aus derselben hergestellte 
käufliche Leinöl diesen wachstumsfördernden Faktor gar nicht oder 
nur in unbedeutenden Mengen aufweist. 
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Dieses stimmt auch mit der von Mc Collum, Simmonds und 
Pitz!) geäußerten Annahme überein, daß die aus Pflanzensamen ge- 
wonnenen Öle keinen ‚‚fettlöslichen Faktor A“ zu enthalten brauchen. 

Der Grund dieses Umstands wäre darin zu suchen, daß die 
Leinsamen vor dem Auspressen des Öles gewöhnlich geröstet werden, 
wodurch eventuell der wachstumsfördernde Faktor zerstört wird. Um 
dieses zu klären, sind erneute Versuche anzustellen, durch welche 
dann auch festzustellen wäre, ob nach dem Auspressen des Öles die 
Presserückstände, wenn auch vielleicht nur vereinzelt, noch ‚‚fett- 
löslichen Faktor A“ enthalten. l 


1) Mc Colum, Simmonds and Pitz, Amer. Journ. of Physiol. 41, 1916. 
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Enthält der Buchweizen alle dem wachsenden Organismus 
notwendigen Nahrungsfaktoren? 


Von 
Alexander Palladin. 


(Physiologisches Laboratorium des Instituts für Land- und Forstwirtschaft, 
Charkow, Ukraine.) 


| (Eingegangen am 14. Januar 1923.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die von Osborne und Mende!), McCollum und Davis?) in den 
letzten Jahren ausgeführten Untersuchungen haben gezeigt, daB wir 
zwei Gruppen für das Zelleben unentbehrlicher, in kleinen Mengen 
wirksamer Nahrungsstoffe unbekannter Natur zu unterscheiden haben. 
Funk nannte dieselben ‚Vitamine‘, doch wären sie besser als Nah, 
rungsfaktoren unbekannter Natur: zu bezeichnen. Die erste Gruppe 
derselben umfaßt die in Alkohol und Wasser löslichen (,,‚wasserlöslicher 
Faktor B“), die zweite die in Fetten löslichen Stoffe (,‚fettlöslicher 
Faktor A“). | 

Fehlen die Stoffe aus der ersten Gruppe in der Nahrung, so 
werden immer mehr oder weniger schwere Störungen im Leben des 
betreffenden Organismus hervorgerufen : derselbe erkrankt an Beri- 
Beri, Skorbut, Rachitis u.a. Es müssen also die ‚„wasserlöslichen 
Faktoren“ in der Nahrung des erwachsenen als auch des jugendlichen 
Organismus enthalten sein. Diese ‚wasserlöslichen Faktoren": sind in 
verschiedenen Pflanzensamen enthalten, z. B. im Weizen, Reis, Mais, 
der Leinsaat, in Bohnen, Kartoffeln, frischem Gemüse, Milch, Hefe 
und anderen Nahrungsmitteln. 

Zur zweiten Gruppe (den fettlöslichen Faktoren) gehören die 
wachstumsfördernden Substanzen. Der erwachsene Organismus kann 
längere Zeit ohne diese „unbekannten Nahrungsfaktoren‘‘ auskommen. 
Ebenfalls kann der jugendliche Organismus dieselben entbehren und 
auch gedeihen, falls seine Nahrung genügende Mengen ‚‚wasserlöslichen 
Faktors‘‘ enthält; er wird jedoch bei Mangel an ‚‚fettlöslichem Faktor“ 
nicht mehr weiterwachsen. Ein normales Wachstum kann nur erzielt 


1) Osborne and Mendel, Journ. of Biol. Chem. 16, 1913; 17, 1914; 
20, 379, 1915. 
2) Mc Collum and Davıs, ebendaselbst 19, 1914; 21, 1915; 28, 231, 1915. 


A. Palladin: Buchweizen und Nahrungstaktoren. 347 


werden, falls das Futter aus Stoffen besteht, welche genügende 
Mengen ‚„fettlöslicher Faktoren‘ enthalten. Diese unbekannten ,wachs- 
tumsfördernden Nahrungsfaktoren‘“‘ sind in Fetten gefunden worden, 
jedoch bei weitem nicht in allen. Enthalten sind sie z. B. im Milch- 
fett (Butter) und Leinöl, sie fehlen jedoch im Provencer-, Kokosnußöl 
und anderen Ölen. 

Will man also eine zeitgemäße Nährwertbestimmung irgend eines 
Nahrungsmittels vornehmen, so darf man sich nicht mit der Fest- 
stellung seines Kalorienwertes und seines Gehalts an Eiweiß, Fetten 
und Kohlehydraten begnügen, sondern muß auch seinen Gehalt an 
beiden obengenannten Ergänzungsfaktoren bestimmen. Doch ist auch 
eine solche Nährwertbestimmung noch ungenügend. Geschweige denn 
davon, daß wir jetzt den Mineralstoffen eine größere Aufmerksamkeit 
zuzuwenden haben, da ein normales Wachstum eines Tieres nur bei 
richtigem Salzgehalt eines Futters möglich ist!), müssen wir eine 
genaue Analyse der Eiweiße des gegebenen Nahrungsmittels vor- 
nehmen. Gemäß den Untersuchungen von Osborne und Mendel?), 
Wheeler?) u.a. ist nicht nur eine genaue Kenntnis der Menge des in 
einem Nahrungsmittel enthaltenen Eiweißes, sondern seiner Zusammen- 
setzung zur richtigen Ernährung eines Organismus notwendig. Und 
zwar vermag ein Organismus nicht zu wachsen, falls in seiner Nah- 
rung einige Aminosäuren fehlen, welche am Aufbau seiner Körper- 
eiweiße teilnehmen, die er jedoch nicht selbst zu bilden vermag. 

Es erweist sich also als notwendig, genaue Untersuchungen aller 
wichtigeren Nahrungsmittel über ihren Gehalt an allen obengenannten 
Faktoren vorzunehmen. 

Eine solche Bewertung von Nahrungsmitteln kann nur durch 
spezielle Tierfütterungsversuche durchgeführt werden, da eine che- 
mische Analyse der Nahrungsmittel uns nicht die Möglichkeit bietet, 
ihren Gehalt an ‚unbekannten Nahrungsfaktoren‘‘ festzustellen. 
McCollum, Davis, Simmonds und Pitz*), Daniels und Nichols5) haben 
auf diese Weise Reis, Weizen, Mais, Hafer, Bohnen (Phaseolus vul- 
. garis) und Sojabohnen (Glycine hyspida) untersucht und deren Mängel 
(Fehlen des einen oder des anderen Faktore) gezeigt. 

Eine ganze Reihe von Nahrungsmitteln bedarf noch einer solchen 
Bewertung. Nachfolgende Versuche, welche im Jahre 1918 ausgeführt 





1) Mc Collum and Davis, Journ. of. Biol. Chem. 21, 615, 1915. 

2) Osborne and Mendel, Carnegie Inst. of Washington, Publ, 156, S. 11. 
Journ. of Biol. Chem. 18, 1914. 

3) Wheeler, Journ. of exper. Zoology 15, 209, 1913. 

4) Journ. of. Biol. Chem. 28, 211, 1917; 28, 181, 1915; 25, 105, 1916; 
28, 153, 1916/17; 29, 341, 1917; 29, 521, 1917. 

5) Daniels and Nichols, ebendaselbst 32, 91, 1917. 
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wurden, bezwecken eine Feststellung des Nährwerts von Buchweizen 
(Fagopyrum esculentum) nach obengenannten Gesichtspunkten. 

Dergleichen Versuche werden gewöhnlich an einer großen Anzahl 
von Versuchstieren (gewöhnlich Ratten oder Mäuse) vorgenommen. 
Man teilt dieselten zu je vier bis sechs in einzelne Gruppen und 
füttert sie mit dem zu untersuchenden Nahrungsmittel, welchem man 
noch verschiedene gereinigte Nahrungsstoffe beimengt. Da uns die 
Eiweiße, Salze und beide unbekannte Nahrungsfaktoren interessierten, 
so wurden entweder verschiedene Eiweißstoffe, entsprechende Gemenge 
der notwendigen Salze, Butter (als Quelle für fettlöslichen, wachstums- 
fördernden Faktor) oder wässerige oder alkoholische Extrakte ver- 
schiedener, genügende Mengen ‚‚wasserlöslicher Faktoren“ enthaltende 
Stoffe hinzugefügt. Die Tiere jeder Gruppe wurden jeden zweiten 
Tag gewogen. Nach den Gewichtszahlen wurden Wachstumskurven 
von Versuchstieren verschiedener Gruppen gezeichnet, welche sofort 
zeigten, bei welcher Fütterung die Tiere normal wuchsen und gediehen 
und bei welcher eine Wachstumsverzögerung eintrat. Auch konnte 
so festgestellt werden, durch was für einen Mangel eine solche Wachs- 
tumshemmung hervorgerufen wurde; so konnte z. B. durch Zusatz 
von Butter, als Quelle ‚‚fettlöslichen Faktors‘, ein Fehlen dieses Fak- 
tors ausgeglichen werden. Ebenso konnten Eiweiße von zu niedrigem 
Nährwert ergänzt werden. 

Um eine Kurve für das normale Wachstum der Versuchstiere zu 
erhalten, bekamen mehrere Gruppen derselben ein gewöhnliches Misch- 
futter. Während der ganzen Versuchsdauer bekamen die Mäuse nur 
destilliertes Wasser zu trinken!). Alle Nahrungsstoffe, aus denen 
das Futter bereitet wurde, z. B. Casein, wurden fünf bis sechs Stunden 
in Alkohol gekocht, um die möglicherweise in ihnen enthaltenen 
Vitamine zu entfernen und zu zerstören. 

Zu den Versuchen wurde sowohl Buchweizengrütze als auch un- 
gereinigter Buchweizen (mit den Fruchtschalen) verwendet. Derselbe 
wurde zu Mehl gemahlen und so an Mäuse verfüttert?). 

Als erstes konnte festgestellt werden, daß die Mäuse bei aus- . 
schließlicher Fütterung mit Buchweizen (mit oder ohne Fruchtschalen) 
nicht weiterwuchsen, sondern daß nach Verlauf einiger Zeit sich ihr 
Gewicht zu verringern begann (vgl. Abb.1). Es erweist sich also, 
daß in den Samen des Buchweizens einer der für ein normales 


1) Einmal wöchentlich wurde dem Wasser eine geringe Menge Jod- 
jodkaliumlösung beigemengt. 

2) Die weißen Mäuse wurden vor direktem Sonnenlicht geschützt, da 
sonst nach vorhandenen Literaturangaben leicht Erkrankungen an Fago- 
pyrismus auftreten (vgl. Pott, Handbuch der tierischen Ernährung und 
der Futtermittel. 1907). 
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Wachstum der Mäuse notwendigen Faktoren fehlt. Der ‚„wasserlösliche 
ergänzende Nahrüngsfaktor‘ ist im Buchweizen (wie weitere Experi- 
mente zeigten) in genügender Menge enthalten, da man denselben bei 
der Zusammenstellung der Futterrationen als alleinige Quelle dieses 
wichtigen Faktors benutzen kann. 
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Abb. 1. 
Wachstumskurven von Mäusen, welche mit Bucbweizen 
und destilliertem Wasser gefüttert werden. Kurve I und 4 
bei Fütterung mit ganzen Buchweizenkörnern (mit der 
Fruchtschale); Kurve 2 und 3 bei Fütterung mit Buch» 
weizengrütze. 






Um den Nährwert der im Buchweizen enthaltenen Eiweiße zu 
bestimmen, bekam eine Reihe von Mäusen ein Futter, welches zwar 
genügende Mengen Mineralstoffe sowie der unbekannten fettlöslichen 
und wasserlöslichen Faktoren enthielt, aber als einzige Eiweißquelle 
nur die Eiweiße des Buchweizens aufwies. Diese Versuche zeigten, 
daß die im Buchweizen enthaltenen Eiweiße den Bedarf des Organis- 
mus an ihm notwendigen Aminosäuren nicht zu decken vermögen, 
daß sie nicht ee sind (vgl. Abb. 2). Genauere Angaben 





Abb. 2, 
Wachstumskurven von Mäusen, deren Futter als Eiweißquelle Buch, 
weizen enthielt. Ihre Ration war wie folgt zusammengesetzt: Butter 5, 
Salze 4, Agar-Agar 2, Buchweizen 89%,. Das Salzgemenge enthielt 
nach den Angaben von Me Collum: NaCl 0,3, CaH,(PO,) 0,2, Ca 
lacticum 1,9, K citricum 0,9, Fe lacticum 0,1. Bei Kurven „2b“ wurde 
bei dem mit einem Kreuzchen (X) bezeichneten Zeitpunkte ein Teil 
des Buchweizens durch Casein (10%) ersetzt, worauf Wachstums» 
erneuerung eintrat. 


über die Zusammensetzung der Eiweiße des Buchweizens besitzen wir 
nicht, doch existieren Anzeichen dafür, daß sie aus Glutenin und 
Glutenfibrin bestehen. Glutenin gehört zu den Eiweißstoffen, welche 
ein normales Wachstum tierischer Organismen zu unterhalten ver- 
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mögen, er ist augenscheinlich im Buchweizen in zu geringen Mengen 
enthalten. 

Die Gründe für den geringen Nährwert des im Buchweizensamen 
enthaltenen Eiweißes müßten also noch Gegenstand genauerer Unter- 
suchungen sein. 

In bezug auf diese Eiweiße gleicht der Buchweizen dem Weizen, 
Hafer, den Erbsen und Bohnen, deren Eiweißstoffe sich nach den 
Untersuchungen von McCollum ebenfalls als zur Unterhaltung eines 
normalen Wachstums ungenügend erwiesen haben. Hochwertig sind 
die Eiweißstoffe des Mais, welche alle dem tierischen Organismus not- 
wendigen Aminosäuren enthalten. Vollwertig sind nach den Angaben 
von Daniels und Nichols die Eiweiße der Sojabohne (Glycine hispida). 





Abb. 3. 


Während der ersten Periode (1) erbielten die Mäuse ein Futter, welches als 
Quelle für „fettlöslichen Faktor“ Buchweizen (mit den Fruchtschalen) enthielt. 
Während der zweiten Periode (2) war ein Teil des Buchweizens durch Butter 
ersetzt worden, wodurch Wachstumserneuerung hervorgerufen wurde. Der Zeit. 
punkt des Periodenwechsels ist mit einem Kreuzchen (X) bezeichnet. 


“ Ration der ersten Periode. | Ration der zweiten Periode. 
Buchweizen ..... 60% Buchweizen. ..... 5595 
Casein . . 2 2 2 20. 10 Casein . . 2 2 2 202. 10 
Salze. . 2 2. 2 2 on 3 Salze. . . 2 2 2 202. 3 
Agar-Agar ...... 2 Agar-Agar ...... 2 
Kartoffelstärke . . . . 25 Kartoffelstärke . . . . 25 

Butter.. . 4 2% % 5 


Die unterbrochene Linie ist eine Kurve des normalen Wachstums. 


Um den Gehalt des Buchweizens an ‚‚fettlöslichem Faktor A“ 
festzustellen, wurde eine Futterration zusammengestellt, welche als 
einzige Quelle für diesen Faktor nur Buchweizen enthielt. Diese 
Ration entsprach allen Anforderungen, d.h. sie enthielt genügende 
Mengen (10 bis 18 %) vollwertiger Eiweiße, Salze und ‚‚wasserlös- 
lichen Faktors B“. 

Wie aus Abb. 3 ersichtlich, wuchsen die Versuchsmäuse, welche 
mit dieser Ration gefüttert wurden, nicht. Das Wachstum erneuerte 
sich erst, wenn der Nahrung als Quelle fettlöslichen Faktors geringe 
Mengen (5%) Kuhbutter beigemengt wurden. Ein derartiges Ver- 
suchsergebnis weist darauf hin, daß im Buchweizen, wenn überhaupt, 
nur so geringe Mengen ‚‚fettlöslichen Faktors‘“ enthalten sind, daß 
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ein Gehalt der Nahrung von selbst 60 %, Buchweizen den Bedarf des 
wachsenden jugendlichen Organismus an ‚‚fettlöslichen Faktoren“ nicht 
zu decken vermag. Dies Versuchsergebnis war davon unabhängig, 
ob der Buchweizen mit oder ohne Fruchtschalen verfüttert wurde. 

Bezüglich anderer Nahrungsmittel, welche auf ihren Gehalt an 
„tettlöslichem Faktor A“ hin untersucht worden sind, weisen die An- 
gaben von Mc Colum!) u.a. darauf hin, daß derselbe nur in der 
Hirse und der Leinsaat in genügenden Mengen enthalten ist, wenig 
dagegen in den Fetten der Samen von Mais und Glycine hyspida und 
gar nicht im Weizen, Hafer und in den Bohnen. Bezüglich seines Ge- 
halts an fettlöslichem Faktor ist der Buchweizen also den drei letzt- 
genannten Pflanzenprodukten gleichzustellen. 

Einige Gruppen meiner Versuchsmäuse bekamen ein Futter, in 
welchem der Buchweizen (ohne Fruchtschalen) die alleinige Quelle 
der nötigen Salze darstellte. Dann wurde diese Periode von einer 
anderen abgelöst, während der dem Futter eine geringe Menge eines 
entsprechenden Salzgemenges beigefügt wurde. Diese Versuche zeigten, 
daß der Salzgehalt des Buchweizens (ohne Fruchthüllen) ein nor- 
males Mäe junger Mäuse nicht vollkommen gewährleistet. Ein 


RRE A 






Abb. 4. 
Wäbrend der ersten Periode (1) diente als Quelle für die Salze Buchweizengrütze. 
Die Ration der zweiten Periode (2) enthielt 30) des Salzgemisches. 


Futterration der ersten Periode. | Ration der zweiten Periode. 
Buchweizen. . .... 600; Buchweizen. ..... 60°, 
Casein . . 2.22 2.2. 10 Casein . . 2 2 2 20. 10 
Agar-Agar ...... 2 Agar-Agar ...... 2 
Stärke . . 2.2.2202. 23 Stärke . . 2. 2 2 2.2. 23 
Butter . . .. 2.2... 5 Butter: &. 2-2 aan A 5 

| Salze. . . 2. 2 2 2.2. 3 


Zusammensetzung des Salzgemisches von Ration 2: NaCl 0,3, 
Co, (DO, 0,2, Ca lacticum 1,9, K eitricum 0,9, Fe lacti- 
cum 0,1. 


solches stellte sich erst ein, wenn dem Futter ein entsprechendes 
Salzgemenge beigefügt wurde (vgl. Abb. 4). Der Salzgehalt des 
Buchweizens gleicht also dem von Weizen, Hafer und Mais. Er muß 
durch die gleichen Salze vervollständigt werden wie bei dem Weizen 


1) Mc Colum, Journ. of Biol. Chem. 80, 113, 1917. 
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und Mais, denen er in der Zusammensetzung seiner Aschenbestand- 
teile am meisten gleicht [Wolff!), Wehmer?) und Pott]. 

Der ‚‚wasserlösliche Nahrungsfaktor‘“‘ ist sowohl in gereinigten, 
wie auch in ungereinigten Buchweizenkörnern in genügender Menge 
enthalten. Junge Versuchstiere wachsen nur dann normal, wenn ihre 
Nahrung sonst allen Anforderungen entspricht und auch den ‚‚unbe- 
kannten wasserlöslichen Faktor‘ in genügender Menge enthält. Die 





Abb. 5. 


Die Mäuse erhielten ein Futter, in welchem als Quelle „wasserlöslichen Faktors“ 

Buchweizengrütze (die beiden linken Kurven) oder ungereinigter Buchweizen 

(die beiden rechten Kurven) diente. Sämtliche Mängel des Buchweizens waren 
durch den Gehalt des Futters an Casein, Butter und Salzen ausgeglichen. 


Zusammensetzung dieser Ration. 


Buchweizen . ..... 65% 
Casein . 2. 2 2 2 22 0. 10 
Agar-Agar ....... 2 
Butter . . . 2.2220. 5 
Salze. . . . 2 2 2 2 2. 4 
Stärke... -; 2.5 Aer ae 14 


Versuche zeigten, daß ein Gehalt des Futters von 60%, Buchweizen 
genügt, um ein normales Wachstum der Mäuse zu unterhalten, wenn 
auch die übrigen 40%, der Futterbestandteile keinen „wasserlöslichen 
Faktor‘‘ enthalten. 

Auch andere bis jetzt untersuchte Nahrungsmittel erwiesen sich 
als ziemlich reichhaltig an ‚wasserlöslichem Faktor B“. In dieser 
Hinsicht steht also der Buchweizen weder dem Weizen, noch dem 
Mais, Hafer, den Erbsen oder Bohnen nach. 

Aus all diesen Versuchen ist ersichtlich, daß der Buchweizen 
nicht zu den vollwertigen Nahrungsmitteln gerechnet werden kann 
und daß er nicht als alleinige Nahrungsquelle eines wachsenden 
Organismus zu dienen vermag. Der Buchweizen enthält genügende 
Mengen ‚‚wasserlöslichen Faktore B“, jedoch gar keinen ‚‚fettlöslichen 
Faktor A“. Auch sind seine Eiweiße nicht vollwertig, und sein Salz- 
gehalt ist unbefriedigend. 


1) Wolff, Aschenanalysen von landwirtschaftlichen Produkten. 1871. 
2) Wehmer, Pflanzenstoffe. 1911. 


Über den, Einfluß der Abkühlung auf die Kreatinausscheidung. 


Von 
Alexander Palladin. 


(Physiologisches Laboratorium des Instituts für Land- und Forstwirtschaft, 
Charkow, Ukraine.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 


In neuester Zeit kann man einen engen Zusammenhang zwischen 
der Kreatinausscheidung und dem Kohlehydratumsatz als feststehend 
betrachten!), eine Kreatinausscheidung tritt immer ein, wenn der 
tierische Organismus aus irgend welchen Gründen an Kohlehydrat- 
mangel leidet. Daher tritt Kreatinurie auch bei Diabetes mellitus, 
Phloridzindiabetes und bei einigen anderen Formen von Glykosurie auf. 

Schon Guinquaud?) wies darauf hin, daß im Harn von Kaninchen 
Zucker ausgeschieden wird, wenn man dieselben einer starken Ab- 
kühlung aussetzt. Dieses konnte von Araki?) bestätigt werden, welcher 
bei mittels Schneepackungen und kaltem Wasser abgekühlten Kanin- 
chen Glykosurie konstatierte. Dasselbe trat auch bei Hunden ein, 
wenn er ihre Körpertemperatur im Laufe mehrerer Stunden auf + 28° C 
herabsetzte. Wodurch bei Kälteeinwirkung die bei den Tieren auf- 
tretende Glykosurie auch hervorgerufen sein möge, erweist es sich, daß 
sich dabei die dem Körper zur Verfügung stehende Kohlehydratmenge 


~ _ verringert, sei es, daß die Glykosurie durch eine größere Durchlässig- 


keit der Niere für den im Blute enthaltenen Zucker hervorgerufen wird, 
oder daß der Körper bei starker Kältewirkung ein geringeres Oxy- 
dationsvermögen für Zucker besitzt (Pflüger, Löwit). 

In Anbetracht dessen erschien es interessant festzustellen, ob die 
Abkühlung eines Tieres auch seine Kreatinausscheidung beeinflußt, 
ob bei einer Temperaturerniedrigung nicht Kreatin im Harn des 
betreffenden Tieres auftritt. Oder besteht vielleicht in diesem Falle 
kein Parällelismus zwischen Zucker- und Kreatinausscheidung ? 


1) Cathcart, Journ. of Physiol. 89, 311, 1909; Mendel and Osborne, Journ. 
of Biol. Chem. 10, 213, 1911; Alex. Palladin, Bulletin de l’Acad. Russe des 
Sciences 1916, S. 1129. 

2) Guinguaud, Journ. de l’Anat. et de la Physiol. 24, 326, 1887. 

3) Araki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 15, 333, 1891; 16, 453, 1892. 
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Zur Klärung dieser Frage wurden von mir im Jahre 1919 eine 
Reihe von Untersuchungen gemacht und deren Ergebnisse in der 
russischen Zeitschrift ‚Wratschebnoje Djelo 1919“ veröffentlicht. Als 
Versuchstiere wählte ich Kaninchen, weil bei ihnen leichter als bei 
anderen Warmblütlern eine Temperaturerniedrigung hervorgerufen 
werden kann. Zum Zwecke der Abkühlung wurden die Kaninchen mit 
dem Rücken nach unten auf ein Brett gebunden und so Mm eine mit 
kaltem (+ 6°C bis + 12° C) Wasser gefüllte Wanne getaucht. Der 
Kopf des Kaninchens wurde dabei in einem der üblichen Kopfhalter 
befestigt. War das Brett in die gefüllte Wanne getaucht, so befand sich 
fast der ganze Körper des Kaninchens außer dem vorderen Teil des 
Brustkorbes und dem Kopfe unter Wasser. In den Enddarm wurde 
ein Thermometer gesteckt, welches ein ununterbrochenes Beobachten 
der Körpertemperatur des Versuchstieres gestattete. 

Da nach Angaben von Forschern, welche den Einfluß der Ab- 
kühlung auf die Wärmeregulation!) untersuchten, das Leben der 
Kaninchen gefährdet würde, falls man ihren Körper auf weniger als 
30°C abkühlte?), so wurde bei den oben geschilderten Versuchen die 
Kälteeinwirkung sofort unterbrochen, sobald das in die Anusöffnung 
gesteckte Thermometer eine Temperatur von etwa 30°C anzeigte. 
Bei Einhaltung dieser Bedingungen überstanden die Kaninchen die 
Abkühlungen sehr gut und erreichten nach einigen Stunden wieder 
ihre normale Körpertemperatur. 

Die Versuchstiere wurden während der ganzen Zeit in Stoffwechsel- 
käfigen gehalten, aus welchen sie nur während der Kälteversuche 
herausgenommen wurden. Der Harn der Kaninchen wurde in Kolben 
aufgefangen, welche unter die Öffnungen im Boden der Käfige gestellt 
wurden. Dem Kolbeninhalte wurde Thymol beigefügt. Der Analyse 
wurde nicht die Harnmenge eines Tages, sondern die von 2 Tagen unter- 
worfen, da die Tagesmenge des Harns bei den Kaninchen eine zu 
geringe ist. 

Der während zweier Tage gesammelte Harn wurde auf seinen 
Gehalt an Zucker, Kreatin und Kreatinin hin analysiert. Der Zucker- 
gehalt des Harns wurde nach der Methode von Fehling- Pavy bestimmt, 
die quantitative Bestimmung des Kreatins und des Kreatinins nach 
der Methode von Follin und Morris?) gemacht. 

Bei Kaninchen, welche mehrere Tage mit Heu und Hafer gefüttert 
waren, wurde eine Bestimmung des Kreatiningehalts des Harns vor- 
genommen (Kreatin fehlte gewöhnlich), und dann die Tiere an be- 


1) Fürth, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 156, 1914. 

2) Bei zu starker Kälteeinwirkung gelingt es oftmals den Kaninchen 
nicht, ihre normale Körpertemperatur zurückzuerlangen. 

3) Folin and Morris, Journ. of Biol. Chem. 17, 469, 1914. 
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stimmten Tagen der Kältewirkung unterzogen. Der Harn vom Ver- 
suchstage und der vom folgenden Tage wurden gesammelt und zu- 
sammen auf ihren Gehalt an Zucker, Kreatin und Kreatinin untersucht. 
Es ergab sich, daß nach einer Abkühlung nicht immer Zucker im Harn 
auftritt; ebenso änderte sich der Kreatin- und Kreatiningehalt nicht 
jedesmal. Falls während der Kältewirkung die Körpertemperatur des 
Kaninchens nur wenig (im Mittel nicht tiefer als auf 35°C) sank, oder 
die starke Temperaturerniedrigung nur kurze Zeit dauerte, so daß das 
Kaninchen seine Normaltemperatur schnell wieder zurückerlangte, 
so konnte im Harn kein Zucker und nur ganz selten geringe Mengen 
Kreatin festgestellt werden. Ein ergiebigeres Resultat konnte bei 
stärkerer Abkühlung des Kaninchenkörpers (auf 31° bis 30° C) erreicht 
werden. Jedoch begann dann das Kaninchen schon während des kalten 
Bades zu zittern. Dieses Zittern hielt auch nach dem Verlassen des 
Kältebades an und dauerte, nachdem das Tier wieder in seinen Käfig 
gesetzt worden war, oft noch ziemlich lange. In solchen Fällen enthielt 
der am Versuchstage!) und am folgenden Tage gesammelte Harn (bei 
unverändertem Kreatiningehalt) fast immer Kreatin und meist auch 
Zucker. Als Beispiel führe ich hier zwei Protokolle derartiger Ver- 
suche an. 
Versuch 16. 


a Harnmenge 'l Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an | o 
Datum | | | Bemerkungen 

















I von d 
| 2 Tagen | Kreatinin | Kreatin Zucker 
A, | re — ; mn ann mn =—— 
Se ` | 195cem ` 0,114 _ =. 4 = 
2 d 164 „ | 0,136 | — |} = | = 
m, | 0130) — = = 
e», 
/ | 9, VI. UU in kal 
vw" Im, j 0,128 0,012 | 01 || Bad von + 12°C, Das Kanin- 
SE | i chen blicb im Bade 24 Minuten, 
' T0 im Rektum vor dem Bade 
, | 390C; nach dem Bade 31°C; um 
11 l! | | | 8Uhr abends 9. VI. — 370C. 
' 165 „ 05 — = | SS 
D - | ke? | | 


Diese Versuche zeigen, daß eine starke Abkühlung des Kaninchen- 
körpers von Kreatinausscheidung begleitet ist. Das Auftreten des 
Kreatins im Harn könnte auf zweierlei Arten erklärt werden. Es könnte 
erstens durch Verarmung des Organismus an Kohlehydraten hervor- 
gerufen sein; wir führten schon an, daß verschiedene Arten von Glyko- 


1) D. h. am Tage, an dem das Kaninchen dem Kältebade ausgesetzt 
wurde. 
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Versuch 33 
| Harnmenge! Gehalt derHernmengevon2Tgnn 8 
Datum von ———— |, Bemerkungen 
2 Tagen | Kreatinin | Kreatin Zucker 
SE ve EE st Je ee E Ee e EE EE EE Se SE EE KEE 
Sé vu | 120 ccm | 0,096 | — | = i = 
e ki 110 d 0,090 | = | un | SE 
$ 39 l . e 
| | 17.VIL11Uh kaltes Bad 
» i 115 - 0,094 0,015 0,2 von + 8°C auf 15 Minuten. ` 
9 | | Während der Dauer des Bades 
| | fiel die Körpertemperatur de 
i | | | i! Kaninchens von 38,0C auf 30,.9C. 
: » 1180 | 0,095 "E e ur 
20. e 33 | d | 


surie fast immer von Kreatinurie begleitet sind. Ein anderer Grund 
wäre in dem durch die Körperabkühlung hervorgerufenen Zittern des 
Kaninchens zu suchen; neuerdings kann man aber dank den Unter- 
suchungen von Pekelharing und van Hoogenhuyze!) u.a. die Abhängig- 
keit der Kreatinbildung und -ausscheidung von der Muskelarbeit 
(tonische Muskelverkürzung) als festgestellt betrachten. 

Die Abkühlung der Kaninchen, welche eine starke Temperatur- 
senkung ihres Körpers nach sich zieht, ruft einen verstärkten Zerfall 
des Muskeleiweißes hervor, wobei eine regere Kreatinbildung vor sich 
geht und dasselbe im Harn auftritt. 

In vielen Fällen konnte die Kreatinausscheidung dadurch beseitigt 
werden, daß man dem Körper bedeutende Mengen von Kohlehydraten 
zuführte. Es erwies sich dabei, daß die Kohlehydrate auch bei durch 
starke Kälteeinwirkung bei den Versuchskaninchen hervorgerufener 
Kreatinurie die gleiche Wirkung haben. Die Versuche zeigten, daß 
die Abkühlung eine um so schwächere Wirkung auf den Kreatinumsatz 
ausübt, je reichlicher das Futter des Versuchstieres ist und je größere 
Mengen resorbierbarer Kohlehydrate es enthält. Wenn man jedoch 
bei gewöhnlicher Nahrung am Vortage und am Tage des Kälteversuchs 
einen gewissen Überschuß an Kohlehydraten in den Körper einführt, 
so wird überhaupt kein Kreatin ausgeschieden. Als Beispiel diene 
folgendes Versuchsprotokoll. 

Die thermische Glykosurie wird nicht nur bei Kaninchen und 
Hunden, sondern auch beim Menschen beobachtet. Glaessner?) fand 
dieselbe bei Personen, welche längere Zeit den Einwirkungen der Kälte 
ausgesetzt waren. Die thermische Glykosurie ist beim Menschen von 


1) Pekelharing und van Hoogenhuyze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 
395, 1910. 

2) Glaessner, Wiener Klin. Wochenschr. 22, 921, 1909. Nach Löwi 
tritt auch bei Fröschen termische Glykosurie auf. 
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Versuch 48. 
S EE E EECHER 
Gi j Gebal an  Gehaltan ' Gehalt an 
Datum | Kreatinin | Kreatin Zucker Bemerkungen 
Te Se AT Tee | re EE pre = DEE Sr ke, Er ne 
16. VITI | Futter: Hafer. 
li: a u | u 
18. j | 19. VII. wurden mit Hilfe einer Sonde 30 
19. Ri 1 0,092 _ | — | Traubenzucker eingeführt. i 
| | 20. VIII. 9 Ubr morgens 30 g Traubenzucker 
20. „ | — eingefübrt, um 10 Uhr morgens cin kaltes Bad 
2] 0,097 == von 10C. 
ai H 


| Ä > Die Temperatur des Kaninchens 

el von 38,2C auf 31,2 C. . 
kürzerer Dauer, sie hört schon einige Stunden nach Beendigung der 
Kälteeinwirkung auf. 

Man kann annehmen, daß die Kälte auf den Kreatinumsatz des 
Menschen ebenso wirkt wie auf denjenigen der Kaninchen. Wahr- 
scheinlich tritt auch beim Menschen ein verstärkter Zerfall des Muskel- 
eiweißes unter Bildung von Kreatin auf, falls der menschliche Körper 
einer andauernden starken Kälteeinwirkung ausgesetzt wird, z. B. bei 
langem Verweilen im Frost oder in sehr kalten Räumlichkeiten. Diese 
beschleunigte Kreatinbildung wäre vielleicht durch einen Überschuß 
des menschlichen Organismus an Kohlehydraten oder geeigneten 
Eiweißstoffen (aus denen er Kohlehydrate bilden könnte) wieder zu 
beheben. 

Bei Kälteeinwirkung treten im Harn nach den Untersuchungen 
von Araki, Glaessner und Fürth nicht nur Kreatin und Zucker, sondern 
auch noch Milchsäure auf. Fürth!) fand, daß die Milchsäure nur dann 
im Harn auftritt, wenn der Körper genügende Mengen oder gar einen 
Überschuß an Kohlehydraten aufweist. Bei Kohlehydrathunger ent- 
hält der Harn keine Milchsäure. Bei der Einwirkung von Kälte auf 
einen Organismus üben also die Kohlehydrate auf die Ausscheidung 
von Kreatin und von Milchsäure entgegengesetzte Wirkungen aus. 
Nach der Meinung Embdens?) spaltet sich im Muskel bei der Arbeit 
das Lactacidogen, eine Verbindung eines Kohlehydrats (Traubenzucker) 
mit Phosphorsäure. Die Milchsäure wird im Muskel weiter oxydiert 
oder sie verwandelt sèch in Kohlehydrate (entweder gleich im Muskel 
oder erst nach ihrem Übertritt in die Leber). Die Reste der Phosphor- 
säure verbinden sich wieder mit Zucker und bilden Lactacidogen, 
welches allein bei den spezifischen Reaktionen bei der Muskelarbeit 
teilnimmt. Die Eiweiße und Fette aber liefern bei ihrem Zerfall nur 
die Energie für den endothermischen Prozeß, d.h. für die Bildung 
der Kohlehydrate aus Milchsäure und für die Bildung des Lactacidogens. 


1) Fürth, Le 
2) Embden, Griesbach und Laquer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 93, 
124, 1914. f 
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Bei Kälteeinwirkung verringert sich infolge Sauerstoffmangels 
die Fähigkeit des Körpers Zucker zu oxydieren, zugleich ruft die Ab- 
kühlung eine gesteigerte Muskeltätigkeit hervor, welche mit verstärkter 
Lactacidogenspaltung verbunden ist. Bei einem Überschuß an Kohle- 
hydraten wird ein Teil der in den Muskeln enthaltenen Milchsäure 
nicht oxydiert und im Harn ausgeschieden, während sie gewöhnlich 
vollständig oxydiert wird. Zugleich braucht der Körper, dank dem 
Vorhandensein der Kohlehydrate, für die Lactacidogenbildung nicht 
zu einer Spaltung seiner Eiweiße zu schreiten (zur Gewinnung der 
nötigen Energie), und es tritt kein Kreatin im Harn auf. 

Falls kein Überschuß an Kohlehydraten vorhanden ist, aber ihr 
Bedarf sich infolge der Kälte steigert, verbraucht der Körper ein jedes 
Milchsäureteilchen zur Lactacidogenbildung (um so mehr, als ein Teil 
des Traubenzuckers durch die Ausscheidung im Harn verloren geht); 
es tritt daher im Harn keine Milchsäure auf. Zu gleicher Zeit muB 
der tierische Organismus sich eine neue Energiequelle für die endo- 
thermischen Prozesse der Lactacidogenbildung suchen; es findet ein 
gesteigerter Zerfall des in den Geweben enthaltenen Eiweißes unter 
Kreatinbildung statt, und ein Teil des Kreatins wird im Harn aus- 
geschieden. 





Über den Zusammenhang 
zwischen der Kreatinausscheidung und Azidosis. 


Von 
Alexander Palladin. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium des Instituts für Land- und 
Forstwirtschaft, Charkow.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 


Die Untersuchungen über die Kreatinausscheidung bei Menschen 
und Tieren unter verschiedenen Bedingungen haben gezeigt, daß sehr 
häufig gleichzeitig mit der Kreatinausscheidung eine Ausscheidung 
von Acetonkörpern zu beobachten ist. Es ist daher schon lange die 
Frage aufgetaucht, ob nicht zwischen diesen beiden Erscheinungen 
ein kausaler Zusammenhang besteht; ob nicht das Auftreten von . 
Kreatin im Harn von der Azidosis abhängt, von der Anhäufung und 
Ausscheidung solcher Stoffwechselprodukte wie Aceton, Acetessig- 
säure und ß-Oxybuttersäure.. Nach den neuesten Untersuchungen!) 
wird Kreatinausscheidung jedesmal bei Kohlehydrathunger des be- 
treffenden tierischen Organismus beobachtet. Andererseits ist der 
Kohlehydrathunger gewöhnlich von einer Ansammlung von Säuren 
im Körper, einer Azidosis, begleitet, welche nicht allein durch die 
Bildung von Acetonkörpern bedingt zu sein braucht. Allerdings ver- 
halten sich nicht alle Tiere gleichmäßig zur Fortlassung der Kohle- 
hydrate aus ihrem Futter?2). Beim Menschen und den Affen zieht 
ein einfaches Fehlen der Kohlehydrate in der Nahrung unbedingt eine 
Ausscheidung von Acetonkörpern, verbunden mit einer gesteigerten 
Ausscheidung-von Ammoniak, nach sich. Bei Hunden und Schweinen 
genügt dazu ein alleiniger Kohlehydrathunger nicht; eine Azidosis 
tritt nur auf bei Hunger und subkutaner Einspritzung von Phloridzin. 

Aus dem oben Gesagten ist ersichtlich, daß Kreatinausscheidung 
und Azidosis, soweit sich dieselbe in der Ausscheidung von Aceton- 


1) Cathcart, Journ. of Physiol. 89, 311, 1909; Mendel and Rose, Journ. 
of Biol. Chem. 10, 213, 1911; Alexander Palladin, Bulletin de l’ Acad. Russe 
des Sciences 1916, S. 1129. 

2) Baer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 54, 153, 1905. 
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körpern äußert, gleichzeitig auftreten können. Es liegt also nahe, zu 
fragen, ob Azidosis und Kreatinausscheidung nicht von einem gemein- 
samen Grunde — dem Kohlehydratmangel — abhängen, oder ob die 
Kreatinausscheidung nicht eine Folge von Azidosis ist und jedesmal 
dann auftritt, wenn sich im Körper des Tieres Säuren ansammeln, d. h. 
Azidosis entsteht unabhängig davon, ob der Organismus an Kohle- 
hydratmangel leidet, oder ob genügende Mengen Kohlehydrate zu 
seiner Verfügung stehen. 

Am natürlichsten erscheint mir die Annahme, daß zwischen Kreatin- 
ausscheidung und Ausscheidung von Acetonkörpern kein unmittel- 
barer Zusammenhang, wohl aber ein Parallelismus besteht. Hängt 
doch die Kreatinausscheidung vom Zerfall des Gewebseiweißes ab, 
und treten die Acetonkörper, soweit dies bisher festgestellt worden ist!), 
hauptsächlich, wenn nicht ausschließlich, als Zerfallsprodukte von Fetten 
auf. Die Rolle der Kohlehydrate kann im einen wie im anderen Fall 
die gleiche sein; werden sie dem Organismus zugeführt, so können sie 
ihn ebenso vor dem Zerfall des Gewebseiweißes wie vor dem des Reserve- 
fettes bewahren. 


Die Mehrzahl der Forscher z. B. Cathcart und Taylor), nehmen gerade 
diesen Standpunkt ein, wobei sie gleichzeitig einen engen Zusammenhang 
zwischen der Kreatinausscheidung und dem Umsatz der Kohlehydrate 
annehmen. Anders denken Bürger und Machwiüz?®) auf Grund ihrer Beob- 
achtungen über die Kreatinausscheidung bei Diabetikern. Sie sagen, daß 
„die Azidose auf das Auftreten von Kreatinurie einen bestimmenden Ein- 
fluß haben muß“. Jedoch ist die Methodik ihrer Arbeit eine sehr unvoll- 
kommene; sie haben den Einfluß der Acetessigsäure auf die Kreatinin- 
bestimmung nicht in Betracht gezogen, und dies veranlaßt, sich mit 
großer Vorsicht zu ihren Folgerungen zu verhalten. Später hat sich noch 
Underhill) mit der gleichen Frage, dem Zusammenhang von Kreatinurie 
und Azidosis, beschäftigt. In seinen Arbeiten konstatierte er, daß die durch 
„säurehaltiges‘“‘ Futter hervorgerufene Kreatinurie von Azidosis begleitet 
ist, welche er nach der Wasserstoffionenkonzentration des Harns bestimmte, 
daß eine Einführung von Basen in den Organismus im Anfang der Hunger- 
periode die Kreatinurie verringert, in späterer Hungerperiode jedoch ohne 
Einfluß bleibt, daß andererseits bei Phloridzindiabetes die Einführung 
verhältnismäßig großer Mengen doppeltkohlensauren Natrons die Kreatinurie 
nicht verringert. Auf Grund solcher Resultate sprach Underhill den Ge- 
danken aus, daß die Kreatinausscheidung durch zwei verschiedene Gründe 
bedingt sein kann, entweder kann dasselbe im Harn als Resultat der 
Azidosis bei genügender Zufuhr von Kohlehydraten auftreten, oder die 
Kreatinurie wird bei Kohlehydrathunger und fehlender Azidosis beobachtet. 


1) Vgl. Lang, Biochem. Journ. 9, 456, 1915; o Fürth, Probleme d. 
physiol. u. path. Chem. 2, 423, 1913; Lusk, Ergebn. d. Physiol. 12, 371, 1912. 

2) Cathcart and Taylor, Journ. of Physiol. 41, 276, 1910. 

3) Bürger und Machwitz, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 74, 222, 1913. 

4) Underhill, Journ. of Biol. Chem. 27, 127, 141, 147, 1916; Underhill 
and Baumann, ebendaselbst 27, 1916, S. 151. 


Zusammenhang zwischen Kreatinausscheidung und Azidosis. 361 


Underhill neigt also immerhin zur Meinung, daß ein Zusammenhang 
zwischen Kreatinurie und Azidosis besteht. Durch diese Arbeiten ist jeden- 
falls die vorliegende Frage noch immer nicht endgültig geklärt, und die 
Abhängigkeit der Kreatinurie von Azidosis erscheint noch immer zweifelhaft. 

Mit noch größerer Gewißheit könnte man vom Fehlen eines ursäch- 
lichen Zusammenhangs zwischen Kreatinurie und Azidosis sprechen, wenn 
es festzustellen gelänge, daß auch bei gleichzeitiger Ausscheidung von 
Acetonkörpern und Kreatin (bei Hunger oder Phloridzindiabetes) diese 
beiden Erscheinungen unabhängig voneinander verlaufen, und daß ein 
Anschwellen oder Abflauen der Acetonurie nicht unbedingt ein entsprechen- 
des Wachsen oder Fallen der Kreatinurie nach sich zieht. 

Zur Lösung dieser Frage wurden untenstehende Versuche ange- 
stellt!), bei welchen der Stickstoff im Harn nach der Methode von 
Folin und Gulick?) bestimmt wurde, Kreatin und Kreatinin nach Folin 
und Morris?) [nach vorhergehender Behandlung des Harns nach Graham 
und Boulton)], Ammoniak nach Folin und Macallum°), Aceton nach 
Folin und Denis’). 

Als Versuchstiere dienten Hunde. Man ließ dieselben eine Zeit- 
lang hungern, während welcher Zeit ihnen Phloridzin injiziert wurde. 
Sobald im Harn Kreatin und Acetonkörper auftraten, wurde versucht 
die Ausscheidung der Acetonkôrper zu beeinflussen, um zu finden, 
wie dadurch die Kreatinausscheidung beeinflußt wird. Geelmuyden’) 
und später Baer!) hatten gefunden, daß Fleischfütterung die Azidosis 
bei phloridzinierten Hunden abschwächt. Daraufhin wurde den Hunden 
nach mehrtägiger Phloridzininjektion Eiweiß verabfolgt, wobei sich 
ergab, daß die Ausscheidung von Acetonkörpern kleiner wurde, aber 
die Kreatinausscheidung unverändert blieb. 

In Tabelle I ist das Protokoll eines solchen Versuchs wieder- 
gegeben. 

Wenn man die Mittelwerte für die Ausscheidung der Acetonkörper 
an Hungertagen und an Tagen der Fütterung mit Eiweiß berechnet, 
so ergibt sich, daß die Fütterung des Hundes mit Eiweiß die Aus- 
scheidung des Acetons um die Hälfte verringert hat, während sie auf 
die Kreatinausscheidung überhaupt nicht gewirkt hat: es wurden 
nämlich bei Hunger im Mittel 0,287 g Acetonkörper ausgeschieden, 
bei Fütterung mit geringen Mengen Eiweiß jedoch nur 0,116 g. 

1) Diese Versuche wurden im Jahre 1919 gemacht und ihre Ergebnisse 
in der russischen Zeitschrift ‚‚Wratschebnoje Djelo“ (,‚Medizinisches Fach‘) 
1919, Nr. 5, veröffentlicht. 

2) Gulick, Journ. of Biol. Chem. 18, 541, 1914. 

3) Folin and Morris, ebendaselbst 17, 469, 1914. 

4) Graham and Bulton, Proc. of the Royal. Soc. of London (B) 87, 205, 1914. 

5) Folin and Macallum, Journ. of Biol. Chem. 11, 6523, 1912. 

€) Folin and Denis, ebendaselbst 18, 263, 1914. 

7) Geelmuyden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 381, 1898. 

s) Baer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 51, 271, 1904. 
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. Tabelle I. 
Gewicht des Hundes 8 kg. 


CS SS 5 | SR ; 
Gesamtmenge ini , Kreatin» Gesamtmenge Me des in» 
des Stickstoffs Kreatin ge i 











| menge des Acetons jizi oridzins| Nahrung 
RER. Lä DE — 8 EE g en = g as, SE ie e een ei et 
615 | 0286 0,153 i 0,086 10 | Hunger 
764 | 0240 0,235 . 0,356 10 j 
145, 0,224 0,324 0,410 1,0 å 
10,94 0,226 0,368 0,226 1,0 | 50g Eiweiß 
11,26 0.216 0,320 0.087 10 508 . 
11,12 | 0,210 0,332 0,037 10 508 . 
805 ' 019 ` 0312 | 009% L0 | Hunger 
715 | 0,186 0,354 | 0,435 1,0 


U n 


In Tabelle II ist das Protokoll eines analogen Versuchs dargestellt. 
Auch hier hat die Fütterung des Hundes mit Eiweiß die Acetonaus- 
scheidung stark verringert. Im Mittel wurden täglich 0,161 g Aceton 
ausgeschieden, gegen 0,372 g, welche bei Hunger abgesondert wurden, 
d. h. die Acetonurie wurde 2 L mal kleiner. Auf die Kreatinausscheidung 
hat die Eiweißfütterung auch in diesem Falle keinen Einfluß gehabt. 


Tabelle II. 
Gewicht des Hundes 12,3 kg. 














G t i H Cemit M d ins 
des Stickstoffs Kreatin des Ro |jiziert 7 loridzins | Nabrung 
EN FERNE KEIN RS ` GE EE = Ze Pe Da ne er nn 
9,35 um ` wan Ia Hunger 
10,54 0,675 0,462 | E | i 
12,87 0,625 0,217 | = ` 50 g -Casein 
12,56 0,585 0,105 | — 50g . 
10,21 0,464 | 0,435 | e Hunger 


Die durch Hunger und Phloridzindiabetes bei Hunden hervor- 
gerufene Kreatinausscheidung bleibt unverändert, falls die Tiere mit 
geringen Mengen Eiweiß gefüttert werden, — eine Tatsache, welche 
schon früher festgestellt wurde!). Werden jedoch die Versuchstiere 
mit großen Mengen Eiweiß gefüttert, so kann dadurch, nach den Unter- 
suchungen von Alexander Palladin?) und Rose?) eine Verringerung 


1) Benedict and Osterberg, Journ. of Biol. Chem. 18, 195, 1914. 

2) Alexander Palladin, Bulletin de l Acad. Russe des Sciences 1916, 
S. 1133 (Der Einfluß der Fütterung mit überschüssigen Mengen Eiweib 
auf durch Hunger hervorgerufene Kreatinurie). 

3) Rose, Journ. of Biol. Chem. 26, 331, 1916 (Einfluß des Eiweißes auf 
Kreatinurie bei Pankreasdiabetes). 
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der Kreatinurie hervorgerufen werden, welche durch die Bildung von 
größeren Kohlehydratmengen aus Überschuß des Eiweißes bedingt ist!). 

Die angeführten Versuche zeigen, daß auch bei Phloridzindiabetes 
Kreatinurie und Azidosis unabhängig voneinander verlaufen, da ein 
Abflauen der Azidosis, erkennbar an der Verringerung des Aceton- 
gehalts des Harns, nicht von einem entsprechenden Schwächerwerden 
der Kreatinurie begleitet ist. 

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurden die Versuche 
abgeändert und noch. auf andere Art diese beiden Erscheinungen zu 
trennen versucht. 

In der Literatur finden sich eine Reihe von Angaben darüber, 
daß Fett, wenn es von den Tieren verspeist wird, die Acetonurie ver- 
stärkt?2), wenn auch die Resultate derartiger Beobachtungen nicht 
immer genügend überzeugend sind. Bezüglich der Acetonurie bei 
Phloridzindiabetes konnte ebenfalls festgestellt werden, daß, falls 
dem Körper des Tieres Fett oder Buttersäure zugeführt wird, eine 
, Verstärkung derselben eintritt [Feyes?) und Geelmuyden®)]. Auf Grund 
alles dessen, was wir über den Einfluß der Fette auf die Kreatinurie 
wissen, konnte man erwarten, daß bei Hunden, welche den Wirkungen 
des Hungers und des Phloridzins unterworfen wurden, eine Fütterung 
mit Fett nur eine Verstärkung der 'Acetonurie, nicht aber ein ent- 
sprechendes Anschwellen der Kreatinurie hervorrufen wird. Die an- 
gestellten Versuche haben die Erwartungen bewahrheitet und noch 
einmal gezeigt, daß eine Steigerung der Azidosis keine gesteigerte 
Kreatinausscheidung nach sich zieht, und daß also diese beiden Er- 
scheinungen nicht in einem ursächlichen Zusammenhange stehen, 
sondern nur häufig parallel verlaufen. 

In Tabelle III ist das Protokoll eines derartigen Versuchs an- 
geführt. 

Bei diesem Versuche wurden an den ersten beiden Tagen vor der 
Fütterung mit Fett im Mittel 0,245 g Aceton täglich ausgeschieden. 
Während der Fütterung mit Fett steigerte sich die Acetonausscheidung 
so stark, daß täglich im Mittel 0,461 g Aceton ausgeschieden wurden. 
Die Kreatinausscheidung dagegen verstärkte sich überhaupt nicht 
während der Fütterung mit Schmalz, sondern nahm im Gegenteil ab. 
Diese Verringerung braucht freilich nicht von der Fettfütterung ab- 
zuhängen, da überhaupt bei Hunger und Phloridzininjektion die Kreatin- 
ausscheidung nach einem anfänglichen Ansteigen allmählich abnimmt. 


1) Pflüger und Junkersdorf, Pflügers Arch. 131, 201, 1909. 

2) Joslin, Journ. of med. Res. 12, 433, 1904; Allard, Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm. 57, 1, 1907; Forssner, Skand. Arch. 28, 305, 1910. 

3) Feyes, Magyar Orvos. Arch. 1907, S. 335; zit. nach Lusk, Le 

4) Geelmuyden, l. c. 
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Tabelle III. 
Gewicht des Hundes 6,25 kg. 








sam. rs | ZE | Gesamt Menge des | 

e t N rt 

"es Ei me keee EE SE, rn 

8 = 8 F 8 i g z u Berl. er 

1 2,83 0,165 0075 0,083 1,0 Hunger 
2 3,62 0,160 0156 0,236 1,0 S 
3 3,85 0160 0236 0,255 0 |, 
4 3,21 0,158 0217 0,450 1,0 60 g Schmalz 
5 3,18 0,145 0,187 0,473 1,0 Tg „ 
6 4,10 0.138 : 0,168 0,283 1,0 Hunger 
7 3.93 010 0125 0264 1.0 B 


Jedenfalls hat die verstärkte Ausscheidung der Kreatinkörper 
nicht die geringste Vergrößerung der Kreatinurie hervorgerufen. Die 
beiden Prozesse verliefen vollkommen unabhängig voneinander. Auch 
Underhill!) konnte keinen Zusammenhang zwischen Kreatinurie und 
Azidosis bei Phloridzindiabetes feststellen, da er fand, daß die Zufuhr 
von doppeltkohlensaurem Natron die durch Phloridzininjektion her- 
vorgerufene Kreatinausscheidung nicht beeinflußte. 


Für das Fehlen eines ursächlichen Zusammenhangs zwischen 
Kreatinausscheidung und Azidosis sprechen auch unten folgende Ver- 
suche, welche zeigen, daß die Kreatinausscheidung bei Hunden vom 
sauren oder basischen Charakter ihrer Nahrung unabhängig ist. 


Während des Versuchs bekam der Hund abwechselnd ein Futter, 
welches eine sauer reagierende Asche gab (säurebildendes Futter) und 
ein Futter, welches eine basische Asche ergab (basisches Futter). Als 
„säurebildendes Futter“ dienten Haferbrei und Reis, als ‚‚basisches 
Futter“ Kartoffeln und rote Rüben (Beten); [vgl. Shermann and 
Getiler?)]. 

Das Protokoll eines derartigen Versuchs ist in Tabelle IV wieder- 
gegeben. 

Aus dem Versuch ist ersichtlich, daß der Übergang zu säurebildender 
Nahrung eine verstärkte Ausscheidung von Ammoniak hervorrief, 
ein Anzeichen für die Bildung von großen Säuremengen im Organismus. 

Auf die Kreatininausscheidung hat der Charakter der Nahrung 
gar keinen Einfluß; während der ganzen Versuchsdauer trat im Harn 
kein Kreatin auf, unabhängig von der Art des Futters und von der 
Menge des ausgeschiedenen Ammoniaks. 


1) Underhill and Baumann, Journ. of Biol. Chem. 27, 147, 1916. 
2) Shermann and (@ettler, ebendaselbst 11, 323, 1912. 
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Tabelle IV. 
Versuche, Stickstot ` Sticksto | Stickstol  , j 
Keen? des Kreatinins | des era Ä des Ne Nahrung 
= EE EE E ER E EE rw = re Geen 
1 0,169 ` = | 025 |, Kartoffeln und 
2 0,180 — | 0,20 Beten (basischer 
3 0,173 — 0,30 | Charakter des 
4 0,168 a 0,18 | Futters) 
5 | 0,175 = Ä 0,28 
6 | 0,164 | — | 0,46 Haferbrei 
7 0,182 | — 0,62 und Reis 
8 0,165 | — 0,54 (saures Futter) 
9 0,176 $ 0,70 
10 0,170 = 0,42 
uo ' oe = 0.25 | a... 
12 | 0,182 Ä = | 0,18 
Alle hier angeführten Versuche ergeben also, daß: 


1. falls Hunde, welche den Wirkungen des Hungers und des 
Phloridzins unterworfen sind, mit geringen Mengen Eiweiß gefüttert 
werden, dieses wohl ein Abflauen der Ausscheidung von Acetonkörpern 
hervorruft, auf die Kreatinausscheidung aber wirkungslos bleibt; 

2. Fett bei Hunden, welche hungern und den Wirkungen des 
Phloridzins ausgesetzt sind, eine Verstärkung der Acetonurie hervor- 
ruft, wobei die Kreatinausscheidung nicht anwächst, sondern sogar 
etwas schwächer werden kann; 

3. dersaure oder basische Charakter der Nahrung auf die Kreatinin- 
ausscheidung ohne Einfluß ist, und 

4. allem Anscheine nach die Kreatinausscheidung von der Azidosis 
unabhängig ist, soweit sich dieselbe in der Ausscheidung von Aceton- 
körpern im Harn äußert. 


Die Elektrolytaufnahme durch die Pflanze. 


I. Mitteilung. 
Die Resorption von Mineralstoffen durch die Wurzeln. 


Von 
Silvestr Prät. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Tschechischen Universität 
in Prag.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Methode der elektrischen Leitfähigkeit zur Bestimmung der 
kleinen Unterschiede in der Salzkonzentration hat in der Physiologie 
bisher nur wenig Aufmerksamkeit gefunden. Trotzdem diese einfache 
Methode die einzig mögliche ist, welche kontinuierliche Beobachtungen 
über die Veränderungen der Salzkonzentration der Nährlösung auch 
während des Wachstums der Pflanze zuläßt, wurden ihre Vorteile 
bisher gar nicht ausgenützt. Eine Reihe von Arbeiten von Siiles, 
Jorgensen, Kidd, Brooks untersucht mit der Leitfähigkeitsmethode die 
Permeabilität und Exosmose verschiedener pflanzlicher Gewebe. 
Erst Ruitner hat aber mit sehr schönem Erfolg die Methode der elektri- 
schen Leitfähigkeit bei dem Studium der Assimilation der Wasser- 
pflanzen angewendet. Ich kann nach meinen Versuchen seine Resultate 
bestätigen. Sehr vorteilhaft erwies sich diese Methode auch bei Be- 
stimmung der Resorptionstätigkeit der Wurzeln in Wasserkulturen. 


I. Methodisches. 


Die 24 oder 48 Stunden im Wasser aufgequollenen Samen wurden 
orientiert in die Sägespäne eingepflanzt, nach 4 bis 8 Tagen abgespült und 
im Leitungswasser kultiviert. Nach der Auswahl der gleichmäßig ent- 
wickelten, gesunden Pflänzchen wurden dieselben mit betreffender Nähr- 
lösung abgespült und in die Versuchsgläser übergetragen. Wenn in einem 
Gefäß mehrere Pflanzen kultiviert wurden, saßen sie in den Löchern einer 
Papierscheibe oder eines Zinkbleches, das mit einer Schicht von Paraffin 
überzogen war. Bei den Versuchen mit öfteren Leitfähigkeitsmessungen 
wurden besondere Glaszylinder mit angeschmolzenem engen, graduiertem 
seitlichen Tubus, der für Messung der Transpiration diente, verwendet. 
Der geschwärzte Glaszylinder enthielt die Pflanzenwurzeln, und in ihm 
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waren auch die konstant untergetauchten Widerstandsgefäße-Glocken- und 
Pipettenelektroden (Ostwald-Luther, S. 469, Abb. 329, 330 mit Thermo- 
meter). 

Die Einzelpflanzen wurden in kleinen Eprouvetten mit 8 bis 10 ccm 
Wasser kultiviert. Diese wurden mit Gutapercha oder paraffiniertem Kork 
geschlossen, und durch ein Loch in diesem tauchten die Wurzeln in die Flüssig- 
keit. Die Blechstative ermöglichten die Verdunkelung der Wurzeln. Tran- 
spiriertes, d. h. aufgesaugtes Wasser wurde nach dem Zeichen an der Eprou- 
vette und durch die Bürette gemessen. 


Die Nährlösungen wurden durch Verdünnen und Mischen der 5- oder 
l0 proz. Vorratslösungen bereitet. Als Stammlösung diente die Knopsche 
\ährlösung von 1,5°/,. Gesamtsalzgehalt und elektrischer Leitfähigkeit 
gleich etwa dem m/90 KCl (x = 0,00140 — 0,00150 bei 16°C). 4ccm 
20 proz. Ca (NO,), 4ccm 5proz. KH,PO,, 2ccm 10proz. KNO,, 2ccm 
10 proz. Mg SO, und 1 ccm 10 proz. KCI mit Wasser auf 1 Liter aufgefüllt. 

Alle anderen Lösungen wurden volumnormal hergestellt, eventuell 
verdünnt. 

Sämtliches in den Versuchen angewandtes Glas wurde mit Salzsäure 
gewaschen, dann mit Soda und destilliertem Wasser ausgekocht bzw. 
ausgedämpft. 

Die Messung der Leitfähigkeit wurde mit Hilfe der Hartmann-Braun- 
schen Walzenbrücke, die nach der Kalıbration mit dem Rheostat von 
European Weston Elektrical Instrument Co. Berlin Nr. E. 5784 ganz genau 
war, durchgeführt. Als Widerstandsgefäß diente der Typus von Arrhenius 
(Ostwald-Luther, S. 467, Abb. 320) mit Thermometer. Der elektrische 
Thermostat gestattete die Vorwärmung einer Reihe von Eprouvetten, in 
welche die Nährlösungen von den Kulturgefäßen übergegossen wurden. 

Die in den Tabellen angeführten Werte sind immer Durchschnitts- 
werte von mehreren (5— 8— 10) Messungen. Alle Resultate sind prozentuell 
umgerechnet, und zwar wurde immer die Anfangskonzentration der Nähr- 
lösung als 100%, angenommen. Die Werte für x in den Tabellen sind mit 
10% multipliziert. 

Die individuellen Unterschiede einzelner Pflanzen waren manchmal 
minimal, oft aber ziemlich groß, und ließen sich nur durch Messung größerer 
Anzahl von Pflanzen und Wiederholen der Versuche ausschalten. 

Alle untersuchten Pflanzen wuchsen auch in der beschränkten Menge 
der Nährlösung ganz gut, wie der Zuwachs der Trockensubstanz beweist. 
Frisches Gewicht wurde immer nach dem Entfernen der Pflanzen von der 
Nährlösung und Abtropfen der Wurzeln am Filtrierpapier, Trockensubstanz 
nach Trocknen bei 70 bis 90° bestimmt. 


II. Experimentelles. 


A. Veränderungen der Konzentration der Nährlösung während des 
Wachstums der Pflanze. 


Beim Messen der elektrischen Leitfähigkeit der Nährlösung, in 
der Keimlinge von Pisum oder von Zea wuchsen, wurde trotz der 
Transpiration, also Abnahme des Volumens der Lösung, stets eine 
Abnahme der Leitfähigkeit, also Verdünnung durch Adsorption durch 
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die Pflanze beobachtet. Bei konstanter Beleuchtung, konstanter 
Temperatur und gleichmäßiger Transpiration verlief diese Verdünnung 
auch ganz gleichmäßig ohne Schwankungen. 


Zea Mais. 
Alter der Pflanzen 9 Tage. 7. XII. 10 Uhr, 15 Pflanzen in 180 ccm Knop. 
verdünnt 1:1. Konstante Beleuchtung Osram, 200 Watt, 60 cm entfernt. 
Wurzeln im Dunkel. 





Ä 
| 
| 





1 s2 Wi e R | 
so 58] 3$ Gë, T x | 

Datum 5 E A %5 ck | Blätter mE Sg Ge K | x, 

| Gi 38 Kr 23 Ä ER op Wor: a, | d 

In | ' 
7. XII 10 0; 6—8 0 1-25 0 175 065 |100 100 
7. u li — = _ — 175 065 |100  — 
d 2| 2|} =- - — Da 08, | 9 | - 
7. WÉI dl -- = — — 172 063, j %8 — 
7. 16 6| — J _ — 171.08, | 98 — 
7. 17 7 z _ = — 16,9 , 062, | 97 — 
1: 18 j 8| — — _ — 16,9 | 062, N — 
7. 20; 10 — = _ — 17,2 | 062, | 97 ; — 
8. XII. 5| 19 — — — 18,5 06, | 8 , — 
8. 10! 4A, — -—- Zë — . 17,5 . 059%, | 2 — 
8. 12! 2| — - er — 115:08 | %9 | — 
8. 14! 23 0 — — VS — 174 07,| 89 | — 
8. ‚19 | 33 = — 2025 — 170 |058 | 86,5, — 
9. XIL 9: 49: — — 5 4 167 | 053 | 82 | 78 
d 1 9 — — = — 16,7 | 053 | 82 | — 
9. ' 14! 562. — = = — 16,6 052, | 81 — 
9. 17! 55 — Sa cag — 16,5 | 052, | 8 ı — 
9. 22) on — — — 16,0 02%, | 8 ` — 
10. XII. 10| 2 — be — — ; 16,5 049, | 77 | — 
10 14 | 76 — Së 3—7 — 168 | 04, | 76 | — 
IL XI. 8|) % 8-2 — — 15 169 | 046, | 71 | 805 
11 11 | 97 — Fe — 17104, | 705 — 
II 17 | 103 — = — ` — 173109, | D — 
11 22 108 — ` = — 1741083, 65 — 
12. XIIL. 9 18 — _ _ 18 17,5 | 042 ı 63 
12. 5 135 2 — = — — 176/00, 62 — 
12. 21: WI — Seng seg — 174 | 039, , 61 | — 
13. XIL., 9 153 — — _ — ; 17,5 | 038 | 58,5 — 
13. 15 159 2-5 — 5-1 20 | 175 | 037 "RO 
l4. XII. 9 17 — = = — 170/035 4 — 
14. 12: 180 — E aa — 173 |034 5 — 
14. 17 , 185 — — — — 17203, 52 — 
15. XII. 9 200 — 25 — — 170 032, 50 — 
15. 2'213 — SÉ — — 16,3 |032 | 49 — 
16. XII., 10 225 15—20 — 8-12 25 15,5 | 03l, : 485 3 


B. Einfluß der Transpiration. 
Versuche mit Pisum, Zea, Pharbitis. Eine Serie der Pflanzen stand 
unter einem großen Trichter, durch den Luft durchgesaugt wurde. 
Dadurch war die Transpiration sehr beschleunigt. Die Luft wurde 
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weiter durch eine Flasche mit Wasser und feuchtem Filtrierpapier, 
dann durch eine Glocke, in der die zweite Serie der Pflanzen in absolut 
feuchter Luft stand, durchgesaugt. Die Resoprtion der Salze ist von 
der Menge des aufgenommenen Wassers weitgehend unabhängig, nicht 
bestimmt von der Transpiration, d.h.: auch bei sehr beschränkter 
Wasseraufnahme können die Pflanzenwurzeln notwendige Mengen 
von den Nährsalzen aufnehmen. Starker Transpirationsstrom kann 
aber die Salzaufnahme beschleunigen, es wird etwas mehr Elektrolyt 
resorbiert, als bei niedriger Transpiration. 
Pisum sativum. . 

Alter der Pflanzen 9 Tage. 7. VI. 16 Uhr. Eprouvetten 9ccm, Knop ver- 


dünnt 1:1. 10 Pflanzen in trockener, 10 in feuchter Atmosphäre. Jede 
Messung Durchschnitt von 5 ee 














Frisches Gewicht. | 


Kring dE 


























Ee = IE E = | =] 
FEN ; At Ce wi SZ 
Datum 188 | E = PEI E s3 8,3 8 EE K IÍKXKIX jD 
Em ee d 
vn ug EE E Me EEE e 
sp E Lee, omg A. See et en ës 100/100 — 
12. IT. Er = ee 
trocken, — 039 0,48 48 |032 0780, 00190,0450, 049 0,064, 530|29 oa | 47 34 81 
feucht I= [0,30 0,74 op 0,043 0,047 0002 515| 11 049| 55 50 11,0 
17. IL. el = | 
trocken | — |0.270,63102210.00 10,018|0,060 0.026 0.078 650/40 |038| 43| 26 8.8 
feucht | — 0.39107310281112 0.021 0,058|0.027 (0.079! 660 | 14,5 032| 20 30 94 


Pharbitis hispida. 


Alter der Pflanzen 10 Tage. 19. II. 10 Uhr. Eprouvetten 9 ccm, Knop 




















verdünnt 1:1. 20 Pflanzen in trockener, 20 in feuchter Atmosphäre. Jede 
Messung Durchschnitt von 8 Eprouvetten. 
| g% | g 
ZE | 33 An aS | 
ı 82 ao A a 5 
Datum 5 gS 2: ' 22 .ı SE | K K x, q 
| As en | m“ Of, | 3 1 We 
TE; E ae le se wm — 087. | 100 | 100 ” 
et E ee a ee era er ae 
trocken . | — 037,004 126 3 oa 56 | 38 20 
feucht. . | — | 0,37 , 0,022: 116 7107. 5 | 51 | 24 
d He | 173 | — — — —: — | — — — 
trocken . | — | 0,39 |0,029 153 ' 59 08 52 32 | 23 
feucht. . | — | 0,31 0,022 116 7:08, 4| 40 Lë 


Bei allen Versuchen sind in den Tabellen die Werte « ohne Zu- 
gießen des transpirierten Wassers und x nach Auffüllen auf das ursprüng- 
liche Flüssigkeitsvolumen (gemessen oder berechnet) angegeben. Bei 
der graphischen Darstellung sind die Werte für x mit punktierter, die 
für xp mit voller Linie gezeichnet. 
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In Modellversuchen wurde die Transpiration und Salzaufnahme 
des Filtrierpapiers untersucht. Der Versuch wurde in derselben Weise 
wie die mit den Pflanzen angestellt, statt der Pflanzen wurden aber 
in Knopsche Nährlösung Streifen von Filtrierpapier ‚eingepflanzt“. 
Das Wasser verdunstete schnell, aber die Leitfähigkeit blieb unver- 
ändert, d.h. die Papierstreifen adsorbierten die Lösung in unver- 
änderter Konzentration, die Salze resorbierten sie in der Menge, die 
dem Volumen des austranspirierten Wassers entsprach. Wenn die- 
selben Papierstreifen zum zweitenmal für einen solchen Versuch ver- 
wendet wurden, adsorbierten sie weniger Salz als dem Transpirations- 
wasser entsprach, weil sie schon mehr oder weniger gesättigt waren, 
die Lösung wurde dann bei der ‚Transpiration‘‘ konzentrierter, die 
elektrische Leitfähigkeit nahm zu. 


C. Resorption und Wachstum. 


In allen Versuchen wurde enge Beziehung zwischen Intensität 
der Resorption, Schnelligkeit der Leitfähigkeitsabnahme und Schnellig- 
keit des Wachstums beobachtet. Auf diesen Zusammenhang werde ich 
noch später zurückkommen. 


Zea Mais. 
Alter der Pflanzen 11 Tage. Wurzel 7 cm, Plumula 131% cm. 15. V. 14 Uhr. 


Eprouvetten 9 ccm. Knop verdünnt 1:1. 20 Pflanzen im kalten Glashaus 
(T = 15 bis 16°), 20 im warmen (20°). 


























| BP Mn Me e | | | 

Datum Et Í | Ert | 8 Er | K | K X q 

ER ‚Wurzel | Blatt en | Zë ME t | 
u, |. zë (al Lalin. 
1s.V.. — | — "aas 100 — lose l ien lım — 
Bv.:2 —ı—-— | -|—- —-Ii-|-i- | E 
kalt — on 0,034 | 0,100 10,041 270 | 15 | 082 | 56 | 48 52 
warm — 0011 005 | 0085 | 0.061 410| 18 |038| 41| 34 a 
22, V.. 165 | L | -|== = 
kalt — 0,010 | 0,036 | 0.102 | 0,046 310 | 30 | o39| el 29 l44 
warm ` — 0012 | 0.063 | 0.039 | 0.075 ' 500 | 28 | 029 31| 26 ap 
26. V. . ` 260 | E a T ales Jee deet en 
kalt © — ' 0,010 0,046! — 0086 30 | 57 |030| 32] 21 A 
warm | — 0016 nl — 0,100 660 | 51 021 | 23| 1) 74 
29. V. . 332 | — | — |-|-!-|-|- '- 
kalt” | — ‘0,011 | 0,047 0,101 | 0,058 ` 390 ' 68 0397| 40: 13 |45 
warm ` — ! 0,015 | 0.062 0010 | 0,077 510 | 65 012| 13 | 4,5154 


H 


Wenn die Pflanzen nach eingestelltem Wachstum wieder zu wachsen 
anfangen, kann man AÄnsteigen der Resorption sehen. Dieselben Ver- 
hältnisse kann man auch bei wiederholtem Erneuern der Nährlösung 
(immer nach 24, nach 48 Stunden) beobachten. Die Ergebnisse stimmten 
bei Pharbitis und Zea. 
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Zea Mais. 


Alter der Pflanzen 10 Tage. 4. XI. 16 Uhr. Eprouvetten 9 ccm. Knop ver- 
dünnt 1:1. T = 13 bis 15°. Jede Messung Durchschnitt von 10 Pflanzen. 





} 






















£ Trockensubstanz S 

"EK F | 
Datum || 293, ES X Koo MN o 

Z EZ |Wurzel| Blatt B. | 

2 gt | ER 

OG 

4.XI. .' O /0,0045|0,0085] 0,234 || 100 | — | 070 | 100 | 100 | — 
8.XI. .. 90 10,007 [0.017 | 0235| 160| 11 046 6 | 52 |33 
10. XI. . | 138 |0,007 |0019 | 0217| 173 | 13 oi 8: 41 |35 
12. XI. . | 186 |0,007 [0,023 | 0,199: 200 | 16,5 | 032 Aë 39 |33 
14. XI. .| 234 [0,007 (0024 | 0204 206 | 17 | 029 | A 30 30 
16.XI. . | 282 |0,008 [0,029 |0,228 246 | 17 | 027: 39 | 29 35 
18. XI. . ; 330 ||0,009 '0,026 | 0,203 || 246 | 21 '! 025 36 | 29 | 3,5 
20. XI. 378 |/0,006 0,209 || 240 25 | 024 34 ` 26 | 3,3 

















d) Eine Serie der Pflanzen wurde am 16. XI. in ein warmes Glashaus (T = 17 
bis 20°) ea 


0,032 | 0,183 |; 260 024 ! 34 | 27 36 
0,186 || 280 22 021 | 30 | 16 36 


18. XI. . ` 330 .0,007 
2. XI. 7 378 |0,006 








Bei zwei Serien desselben Versuches wurde die Lösung immer 
nach 48 bzw. 96 Std. gewechselt. Die Serie y wurde dann am 
16. XI. gleichzeitig mit d ins warme Glashaus übergetragen. 






































EI H 
Datum "rr SI K Ki 

RK) di ` ala 
4. XI. | — | — | 070| 100 SC 070 100 100 
8. RT 96 ' 11 |049. 70 —|— 
10. SI 48 2/068! 93 “= 044 63 54 
12. XI. |48| 3 068) 93 Ge =$ 
14. XI. 48 | 1 068| 93 3060: 8: 82 80 
16. XI. fas 1 070| 96 SC 96. 96700 
18. XI. | 48| 3j073|100| 97| 067 92 90 
20. XI., 48; 3071| 79. 95/062! 85| 82 





Auch wenn nur ein kleinerer Teil 
der Wurzeln in der Nährlösung taucht, 
die resorbierende Fläche also bedeutend 4 
verkleinert wurde, verläuft die Resorp- Ahb.ı. Zea Mais in Knopscher Nährlösung 


: 1:1 verdünnt. In einer Nährlösung und beim 
tion normal. l Wechseln der Lösung nach immer 48 Stunden. 
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Zea Mais. Alter der Pflanzen 8 Tage. 25. XI. 16 Uhr. Pflanzen im großen 
Eprouvetten, von der Wurzellänge taucht aber nur 1%, bis l ccm in 9 cem 
Nährlösung. T = 16 bis 19%. Knop verdünnt 1:1. 


ı v u | 
Sc) Trockensubstanz TER en D 
Datum FR f S | e Iw $3555 Sege 1 K K K, 1 
23% =; 3 | S | 
GE d L% o, b 
25. XI. —, — — - — l0 en — 070 ' 100 100: — 
27. X. 4 — — — — 9 — — -—'- — - 
28. XI. 65 0,006. 0,0120,127 139 25 = 4,5 062 89 84j 81 
1.XII. 142 0,010 0,040 0,115 385 40  Nerlosmg | 7 052 74 69.124 
3.XII.! 186 0,010.0,054 0,090 490 45 Kurz 11 025 36, 31 71 


Durch Entfernung eines Keimblattes bei Pisum oder des ganzen 
Endosperms bei Zea wird die Resorption der Salze von der Nährlösung 
sehr wenig beeinflußt. 


Pisum sativum. Alter der Pflanzen 8 Tage. 17. III. 11 Uhr. 9ccm Knop 
unverdünnt. 8 Pflanzen normal, 8 Pflanzen mit nur einem Kotyledon. 








; Trans ` l ; 
Datum aer Losung °  SPiration ` " 9 " i 
e kr ` KËNN 

om... — ww — |160 | 10110 - 
23. Il... a 146 ; — E E E är es = 
2 Kotyledonen — - 300 14 146 91 T8: — 
1 Kotyledon i — 30: 14 | 146 9 38 — 
23. BR EECH E — — — | 160 ; 100 100 EES 
21V 2222.58 261 _ EE Le — — 
2 Kotyledonen — 610 39 : 149: 93 57 l4 
1 Kotyledon — ` 460 34,5 | 157 98 64 10 


Zea Mais. Alter der Pflanzen 12 Tage. 3. V. 11 Uhr. 10ccm Knop ver- 

dünnt 1:1. 10 Pflanzen normal, 10 Pflanzen ohne Endosperm. Die 

Pflanzen ohne Endosperm wuchsen bedeutend weniger (am Ende d% Ver- 
suches beinahe um die Hälfte kleiner). 





F j 


Datum | ee Kg K i i S 
| ' e SS 
| ! 

3. W EE — 084 ` 100 | 100 
Ki, E EE 247 — — Se ar 
Normal SCH 26 ' 033 39 33 
Ohne Endosp. — ' 8 "on 466| 43 
Lo Ve 200 Wr 387 — — . — — 
Normal .. — 37 027: 32 20 
Ohne Endosp. . — 29 MI; 4 85 
E ere e I. o — 085 ` 100 | 100 
ZI NV a, ae 22 — |. — — 
Normal IE ae 68 ; 047 65 18 
Ohne Endosp. — 51 | 067 79 39 
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Vorläufig ist es noch nicht möglich, die Versuche, in denen die 
Pflanzen mit ungleicher Schnelligkeit wachsen, in absoluten Einheiten 
zu vergleichen. Die Resorptionsquotienten ermöglichen die relative 
Vergleichung einzelner Serien der Versuche. Die anfängliche Trocken- 
substanz (ohne Keimblätter und Endosperm) wurde mit 100 bezeichnet 
und weitere Zahlen danach berechnet. Wenn man dann diese Werte 
— 8 — durch ebenfalls prozentuelle Abnahme der Konzentration 

8 
100. 

Bemerkenswert sind die Versuche in verschieden konzentrierten 
Nährlösungen, in welchen. man sehr gut die prozentuelle Erhöhung 
der Resorption in verdünnten Lösungen, aber auch Parallelität der 
Resorption in verschiedenen Lösungen bei gleichem Wachstum (bis 
zur Erschöpfung der Lösung in niedrigster Konzentration) sehen kann. 
Die Resultate waren gleich bei Pisum Zea sowie Pharbitis. 


(100 — cl dividiert, bekommt man den Resorptionsquotient q = 


Pharbitis hispida. 
Alter der Pflanzen 4 Tage. 5. VII. 11 Uhr. 9ccm Nährlösung. T = 22°. 
Wurzeln im Dunkel. 
a) 20 Pflanzen Knop verdünnt 1:3H,0 4 



































b) 20 en an sn l: 1H,0 Y2 
c) 20 an 2 29 33 3: 1 34 
d) 20 - „ Wi i unverd. 1 
ap n w T . 6 | | | | 
Diiia ! $3 33 FE P Eg x | x | Xin% Ke % in % 
| ga | 20 | 28 A | | 162 = 100% 162 = 100%) | 
E | Gë |10 | rs d EA | d | 
&) véi 
5. VII.. | 0 0,17|0,016 100! — '046j 100, 28 |100| 28 
7.VII.. ; 48 |0,21|0,017|106| 17 |028| 61 17 50) 14 2,1 
10. VIT.. | 120 |0,30|0,023| 144 | 36 :018| 39! Uu 26 7 2,0 
13. VII.. ' 192 0,34 '0,029!ı181'.55 1016| 35! 10 ; 15 4 2,1 
b) 1/3 i 
YH į — | — — i100! — |0861100! 53 "II 53 ; — 
7. VII.. | 48 |0,24j0,018!112| 18 065! 76) 40 "el 33 3,0 
10. VII... || 120 |0,37 | 0,027 | 169| 42 on pi 31 | 34| 18 |26 
13. VII.. || 192 |0,38|0,031' ole 02 60| 2 | 2) n 2,4 
c) 24 
6. VIL. | — , — | — ,100| — |128|100| 79 |100| 79 = 
1.VII.. | 48 0,26 0,022!137 18 |112: 88) 69 72| 57 49 
10. VII... | 120 |0,38|0,027|169| 43 |103| 81| 64 46| 36 3,1 
13. VII.. || 192 |0,43|0,038 | 206 74 | 106| 83| 66 aal 18 2,7 
d) 1 
6. VIL. | — | — | — 1100| — /162|100| 100 |10| — | — 
7. VII.. | 48 |0,21|0,017|106| 13 |153| oi — 83! — 62 
10. VII.. || 120 | 0,36 | 0,026 | 162 | 43 113 106] — 6| — Aë 
13. VII.. || 192 | 0,50 | 0,038 | 237 | 81 Jısslı2 — 21 — 37 
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Abb. 2. Pharbitis hispida in Knopscher Nähbrlösung verschiedener Konzentration. 


Zea Mais. 


Alter der Pflanzen 8 Tage. 25. XI. 16 Uhr. Eprouvetten 9 ccm. 
T = 16 bis 19°. Wurzeln im Dunkel. 


a) 20 Pflanzen Knop unverdünnt. 






































b) 20 We » verdünnt 1:1= % 
c) 20 sn an IT 129 = lo 
| SS | Trockensubstanz er? | 

Dat SS , | = H? Kı in °% 

wen E ‚Wurzel | Blatt | Samen ` ZS S = RK 135 = 100% 
éi NEE %h | Mm | 

| a) 1 
25.XI. .| — | 0,004 | 0,009 | 0,180 ; 100| — |136| 100 | 10 | — = 
28. XI. . 0,005 | 0.016 Krk: 162 | 10 | 111| 82i 4 — = 
1. XII.. 137 0,006 | 0,027 EE 15 1088| op ap 
5. XIT.. | 234 || 0,008 | 0.051 | 0,103 31 |082| 0 5 — — 

b) "ha 
25. XI. We : | — | — )00!10|10 | 52 |- 
2.XI.. og 0,005 ` ' 0,015 0,148 | 153 | 8 1048| 69| 63 32 4,1 
1. XII... 137 | 0,006 | 0.021 0.118 1207| 12 |037| 53| 47: 2 A 
5. XIT.. | 234 | 0.006 | 0.033 | 0.154 E 20 |028| 40) 31 16 A 
c) a 

DX ze 2 Ke — !016|100 100; 12 — 
28. XI. .| 68 | 0,004 0,015 0,145 Ti 8 | 007| 44! 4l 5 — 
1. XII.. || 137 ! 0,005 | 0,017 | 0,138 169, 9 |002) 12 H 13 - 
5. XII.. || 234 | 0,008 | 0,036 , 0,102 340 | 14 | 001, 6| 5 07 ı- 
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D. Die Resorption der Chloride. 

Die Konzentration der m/100 KCl oder NaCl-Lösung ändert sich 
nicht beim Wachstum der Erbsen. Die Konzentration der m/100 oder 
m/200 MgCl, und CaCl, vergrößert sich. Von den Lösungen einwertiger 
Kationen wird so viel an Salzen als der Menge des aufgenommenen 
Wassers entspricht aufgenommen, von den zweiwertigen weniger. 
Die stärkere Resorbierbarkeit der einwertigen gegen die zweiwertigen 
Kationen hat auch Stiles und Kidd bei Scheiben von Kartoffeln und 
Rüben beobachtet, und diese der Oberflächenadsorption widersprechende, 
aber mit allen Permeabilitätsmessungen im Einklang stehende Tatsache 
habe ich auch für wachsende Wurzeln festgestellt. 


Pisum sativum. 
Alter der Pflanzen 5 Tage. 4. III. 12 Uhr. 8ccm. 
a) Knop unverdünnt. 
b) ,„ verdünnt 1:1. 
c) m/200 CaCl, 
d) m/100 KCI 
Konstante Beleuchtung Osram 200 Watt, 65 om entfernt. 
Wurzeln im Dunkel. T = 16°. 









































agl  Trockensubstanz e 
Datum SS S | | E e 3: K K % 
Dol E g rn + u leg ' 
` e E h | % 
a) in | 
4. III... —! ru el — 1 160 | 100 | 100 
D DL... JI 0,005 | 0,05 3 | 118 |! 73 | 49 
14. III.. . . . 242' 0.025 | 0,06 0'025 | AU | 104 | 6| 39 
b) Knop =. I; 
4. I... | 100 — | 086 100 | 100 
1. I.. ed m! 0,005 | 0,05 0,05 | 550 | 33 | 045 | 52| 35 
14. IH... . 209 0017 006 |0033 770 2 036; 42| 2 
c) m/200 CaCl. 
DL... a 1. | — — ; 100 : — : 123 100 ` 100 
um | . 171 0,005 005 |008 mm 30 126 , 101° 72 
14 II. | "aa 007/065 "oos | 670 oT 11 78 
d) m/100 KCI. | 
DL... "e"  — | — 100 | — . 140 ` 100 , 100 
M. II... 171 | 0,004 0,035 | 0,05 390 16 | 140 | 100 86 


14. ITI.. | . . 242 0.017 | 0033 0075 500 | 23 


Vorläufig habe ich in Kürze, ohne Literaturangaben nur einige 
Beispiele von meinen Untersuchungen angeführt. Den Mangel der 
Methode der elektrischen Leitfähigkeit, daß man nur die Gesamtmenge 
der Elektrolyte und nicht auch Konzentrationsänderungen einzelner 
Ionen bestimmen kann, muß man durch andere Methoden (H-Ionen 
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und andere potentiometrische Messungen, analytische Methoden) nach- 
zuholen versuchen. Es wurde auch immer nur von der Resorption 
gesprochen und die Exosmose muß unberücksichtigt bleiben, wenn 
man nur die Gesamtveränderungen der Konzentration bestimmen 
kann. Die Versuche in destilliertem Wasser und in verdünnteren Nähr- 
lösungen, die vorläufig nur etwas schwankende Resultate zeigten, im 
ganzen aber nur geringen Austritt der Elektrolyte aus normalen Wurzeln 
(Pisum) beobachten ließen, können nichts über die Verhältnisse in 
normaler Nährlösung aussagen. Was die Exosmose bzw. Abgabe von 
organischen Stoffen bei normalem Wachstum anbelangt (Hansteen- 
Cranner), wurde in einigen Fällen ihre Menge mit Hilfe der Permanganat- 
methode (in saurer Lösung) bestimmt. Auch eine Reihe von stalagmo- 
metrischen Versuchen wurde durchgeführt. Die Versuche mit Poly- 
trichum, mit abgeschnittenen Zweigen (Tradescantia, Buxus) und 
Fortsetzung der angeführten Versuche werden später mitgeteilt. 


Zusammenfassung. 


1. Die quantitative Verfolgung der Konzentrationsänderungen 
einer Nährlösung bei normalem Wachstum der Pflanzen unter kon- 
stanten Bedingungen mit der Methode der elektrischen Leitfähigkeit 
ergibt eine stetige Abnahme der Gesamtsalzkonzentration. 

2. Die Resorption der Elektrolyte ist sehr wenig von der Transpira- 
tion abhängig, wird aber bedeutend durch Intensität des Wachstums, 
und zwar mehr durch die der oberirdischen Organe als durch die der 
Wurzeln, beeinflußt. Dieser Zusammenhang zeigt sich bei längerem 
Wachstum in derselben Nährlösung sowie bei wiederholtem Erneuern 
der Lösung in kürzeren Intervallen. 

3. Von reinen Lösungen (m/100) wird KCl und NaCl in der Menge 
entsprechend der Quantität des aufgenommenen Wassers, MgCl, und 
CaCl, in geringerer Menge, als dem Volumen des austranspirierten 
Wassers entspricht, aufgenommen. 








Über die Rolle der Leber bei der Sekretinverteilung im Blute. 


Von 


K. Matsuoka (Kioto). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Institute 
der Universität Berlin). 


(Eingegangen am 17. Januar 1923.) ' 


Die im Körper bei der Funktion der Verdauungsdrüsen tätigen 
Sekretine haben bekanntlich eine doppelte Quelle: Erstens entstehen 
sie während der Verdauungsarbeit auf den Schleimhäuten des Magen- 
Darmtractus (Magensekretin von Ẹdkins, Duodenalsekretin von Bayliss 
und Starling), zweitens sind sie Bestandteile der Nahrung und be- 
finden sich in ihr teils präformiert (Spinatsekretin von Bickel und 
Eisenhardt, Molkensekretin von Eisenhardt), teils werden sie erst 
durch die Art und Weise der Zubereitung der Speisen in diesen ge- 
bildet (Hitzesekretine von Bickel und van Eweyk). In jedem Falle 
aber müssen diese Sekretine, die zweifellos vielfach chemisch ganz 
verschiedenartige Körper darstellen, vom Verdauungskanal resorbiert 
werden und auf dem Wege über die Blutbahn den Drüsen, auf die 
sie wirken sollen, wieder zugeführt werden, um deren neuro-glandulären 
Apparat erregen zu können. Denn die Versuche am sogenannten 
„nervenlosen‘‘ Magenblindsack nach der Bickelschen Methode beweisen, 
daß die Sekretinsubstanzen zum mindesten auch ganz peripherisch 
angreifen können, um auf die Sekretion zu wirken. 

Wenn man mit Sekretinen arbeitet, macht man nun die Erfahrung, 
daß die Sekretinlösungen nach ihrer intravenösen oder subkutanen 
Injektion einen starken excitosekretorischen Effekt ausüben, daß 
aber nach der intragastralen Einverleibung der gleichen oder noch 
größerer Mengen derselben Sekretinlösungen entweder der execito- 
sekretorische Effekt auf die Drüsen ganz ausbleibt oder doch wesentlich 
geringer ist. Besonders auffällig ist dieses Verhalten bekanntlich 
beim Spinatsekretin; aber man kann es, wie gesagt, bei allen Sekre- 
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Nun könnte man bei der Erklärung dieser Erscheinung daran 
denken, daß die Schleimhaut die Sekretinsubstanzen schlecht resor- 
bierte. Man könnte auch vermuten, daß die Sekretinsubstanzen im 
Verdauungskanal zum Teil zerstört würden, ehe sie zur Resorption 
kämen. Aber in beiden Fällen müßte man sich dann doch wundern, 
daß der Organismus überhaupt sich der Mühe unterzieht, Sekretine 
zu erzeugen, die gar nicht zur Wirkung gelangen können. 

So blieb zur Erklärung des beschriebenen Phänomens eigentlich 
nur die Annahme übrig, daß die von der Darmwand resorbierten und 
ins Blut gelangten Sekretine bei der Organpassage mehr oder weniger 
in Körperorganen retiniert werden, und daß deshalb bei der intra- 
gastralen Einverleibung einer Sekretinlösung diese nicht sofort voll 
zur Wirkung auf die Drüsen kommt. Wenn das zutrifft, dann liegt 
die Vermutung nahe, daß Körperorgane zu Sekretindepots werden 
können, aus denen Sekretin auch wieder abgegeben zu werden vermag, 
um den Sekretinspiegel des Blutes auch dann auf einem bestimmten 
Niveau zu halten, wenn neues Sekretin nicht vom Verdauungskanal 
geliefert wird. | 

Nach der Bickelschen Theorie des Mechanismus der Verdauungs- 
drüsensekretion (1) wird nämlich gefordert, daß das die neuro-glandulären 
Drüsenapparate umspülende Blut kontinuierlich die Drüsenzellen zur 
Funktion reizt, daß aber der intermittierende Charakter der Tätigkeit 
aller Verdauungsdrüsen mit teilweiser Ausnahme der Leber durch 
nervöse Interventionen zustande kommt. Besonders werden nach 
dieser Theorie auch die funktionellen Leistungen der Drüsenzellen in 
der Zeit, in der kein Sekret abgeschieden wird, nämlich die Granula- 
bildung im Zelleib mit auf diese kontinuierliche Sekretinreizung be- 
zogen. Wenn nun eine solche kontinuierliche Sekretinreizung statt- 
finden soll, dann muß auch das Blut immer einen gewissen minimalen 
Sekretingehalt haben. Um diesen aber garantieren zu können, muß 
der Körper für Zeiten der Not Sekretin aufgespeichert haben, das er 
‘ dann wieder abgeben kann. Diese Wiederabgabe aus Depots läßt 
sich experimentell schwer direkt nachweisen. Experimentell faßbar 
ist der Gehalt der Organe an Sekretin. In der Tat hat Emsmann (2) 
in salzsauren Extrakten der Leber und des Pankreas, in geringerem 
Umfange auch in solchen Extrakten der Milz, Sekretin für die Magen- 
drüsen gefunden, Eisenhardt (3) hat in salzsauren Extrakten von 
Muskelfleisch Sekretin für den Magen nachgewiesen, und Mironescu (4) 
fand Sekretin für die Darmdrüsen in solchen Extrakten aus der 
Leber. Bei diesen Versuchen bleibt es aber immer noch dahingestellt, 
ob die gefundenen Sekretinsubstanzen in den genannten Organen 
eigentümliche Bestandteile dieser Organe selbst sind, oder ob wir es 
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könnten ja auch andere Organe als der Magen-Darmtractus von sich 
aus Sekretinlieferanten sein. Um die Frage zu entscheiden, ob ein 
Organ zugeführtes Sekretin zurückhalten kann, bedarf es neuer Ver- 
suche nach anderer Anordnung. 

Gesetzt den Fall, wir hätten nun den Nachweis geführt, daß die 
Leber aus dem Verdauungskanal empfangenes Sekretin zurückhält, 
dann könnte wohl auch indirekt nach besonderen Methoden der 
Wahrscheinlichkeitsbeweis erbracht werden, daß die Leber das auf- 
gespeicherte Sekretin wieder abzugeben vermag. Natürlich kann dann 
außerdem die Leber genau wie irgend ein anderes Organ noch Sekretin 
von sich aus produzieren und abgeben. 

Kemal Djenab (5) hat bereits gezeigt, daß Duodenalsekretin nach 
seiner Injektion in die Pfortader eine geringere Pankreassaftsekretion 
macht, als — natürlich unter Anwendung der gleichen Mengen — 
nach der Injektion in die Beinvene. Gleiches zeigte er für das 
Spinatsekretin. Dieses Versuchsergebnis spricht durchaus für die 
Annahme der Sekretinretention von seiten der Leber. Auch die 
Injektion einer Sekretinsubstanz in die Arteria femoralis dämpft ihre 
sekretorische Wirkung. So scheint auch der Muskel Sekretin zurück- 
halten zu können. ` 

Indessen war bei dieser Versuchsanordnung doch noch nicht der 
direkte Beweis dafür erbracht, daß die Leber oder der Muskel das 
Sekretin wirklich zurückhalten. Es könnte ja auch teilweise in diesen 
Organen zerstört werden. Die Entscheidung darüber kann nur der 
Anreicherungsversuch bzw. der Ausschüttungsversuch bringen. 

Ferner war es bei der Versuchsanordnung von Kemal Djenab 
noch zweifelhaft, wie weit die Leberzellen selbst ohne Mitwirkung 
von Bilutbestandteilen an der hypothetischen Sekretinverankerung 
bzw. -zerstörung beteiligt wären. 

Ferner war es bei der Wichtigkeit, die diese ganze Sache für die 
Theorie des Sekretionsmechanismus hat, auch wünschenswert, die 
Versuche von Kemal Djenab noch einmal mit einer anderen Methode 
zu kontrollieren und dabei zugleich die Frage zu untersuchen, ob 
Sekretinsubstanzen verschiedener Provenienz sich gleichmäßig der 
Leber gegenüber verhalten, oder ob die einen die Leber einfach 
passieren, während die anderen von ihr zurückgehalten oder in ihr 
zerstört werden. 

Aus diesen Gründen habe ich Versuche derart angestellt, daß ich 
verschiedene Sekretinlösungen, nämlich Histamin (wahrscheinlich nach 
van Eweyk und Tennenbaum wesentlicher Bestandteil der Hitze- 
sekretine), ferner Spinatsekretin und endlich Duodenalsekretin durch 
überlebende Lebern von Kaninchen im Wohlgemuthschen Durch- 
blutungsapparat schickte unter Verwendung Enger scher Flüssig- 


380 K. Matsuoka: 


keit, nachdem die Lebern mit letzterer bis zur Blutfreiheit durchspült 
worden waren. Gleiche Mengen der jeweiligen Sekretinlösung wurden 
auf ihren excitosekretorischen Effekt am Magenfistelhunde nach der 
subkutanen Injektion geprüft, und zwar die eine Portion direkt, die 
andere Portion aber erst nach fünfmaliger Leberpassage.. Nur bei 
dem Histamin wurde als Testobjekt der ausgeschnittene und in 
Pingerlösung suspendierte Meerschweinchenuterus genommen und die 
Wirkung auf seine glatte Muskulatur untersucht. 

Das Ergebnis meiner Versuche war folgendes. Histamin passierte 
die Leber, ohne daß seine Lösung in nennenswerter Weise in ihrer 
biologischen Wirkung auf den Meerschweinchenuterus verändert wurde. 

Die Spinatsekretinlösung dagegen wurde durch die Leberpassage 
wesentlich in ihrer Sekretionswirkung abgeschwächt. 

Die Duodenalsekretinlösung endlich wurde zum größten Teile 
durch die Leberpassage ihrer excitosekretorischen Wirksamkeit beraubt. 

Aus alledem muß der Schluß gezogen werden: 

l. daß die Sekretinsubstanzen von der Leber retiniert oder ver- 
nichtet werden können, 

2. daß diese Wirkung der Leber auf die verschiedenen Sekretin- 
substanzen eine selektive ist. 

Meine Versuche bestätigten zugleich auch die hierher gehörigen 
Beobachtungen von Kemal Djenab über das Spinatsekretin und das 
Duodenalsekretin in vollem Umfange. 


Versuche. 

l. Versuche mit Histamin. 10 mg Histaminchlorhydrat wurden 
in 2 Liter Ringerlösung gelöst, von dieser Lösung eine Probe von 
etwa 50ccm zurückbehalten, während der Rest im Wohlgemuthschen 
Apparat durch eine Kaninchenleber gespült wurde. Die Durchspülung 
wurde mit derselben Flüssigkeit viermal wiederholt. Danach wurde 
mit wenig Essigsäure schwach angesäuert, die Lösung aufgekocht, 
von dem geringfügigen Eiweißniederschlag abfiltriert und so weit ein- 
geengt, daß das ursprüngliche Volumen wieder erreicht war. Von 
dieser Flüssigkeit wurde nun gleichfalls eine Probe entnommen. Die 
Prüfung auf den Gehalt an Histamin geschah bei beiden Lösungen 
am überlebenden Meerschweinchenuterus nach dem Vorgange von 
Guggenheim und Löffler, deren Resultate durch meine Versuche be- 
stätigt wurden. Von einer Prüfung am Magenfistelhund wurde deshalb 
abgesehen, weil die Wirkung des Histamins auf die Sekretion nicht 
mit derselben Leichtigkeit zu demonstrieren ist, wie seine Wirkung 
auf die glatten Muskeln, wenn auch die erstere durch die Versuche 
von Popielski, van Eweyk und Tennenbaum sichergestellt ist. Es 
kommt ferner dazu, daß bei der hohen Toxicität des Histamins bei 
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einer Prüfung am Magenfistelhund immerhin eine erhebliche Gefähr- 
dung des kostbaren Versuchstieres nicht zu vermeiden ist. Die beiden 
Lösungen, von denen die erste mit A, die zweite, welche die Kaninchen- 
leber passiert hatte, mit B bezeichnet ist, wurden in gleicher Weise 
nach der bei Fermentversuchen üblichen Methode verdünnt. Es ent- 
standen so von jeder Lösung zehn Verdünnungen: Al, A2 usw., Bl, 
B2 usw., wobei jede folgende Verdünnung immer nur halb so kon- 
zentriert war, wie die vorhergehende. Es stellte sich heraus, daß 
das Histamin von der Leber so gut wie gar nicht zurückgehalten 
wurde, indem nämlich gleich schwache Verdünnungen der beiden 
Lösungen A und B ungefähr den gleichen Effekt am Meerschweinchen- 
uterus zeigten. 


2. Versuche mit Spinatsekretin. 3kg frischer Spinat wurden mit 
2 Liter 20 proz. Schwefelsäure auf dem Wasserbad 6 Stunden hydro- 
lysiert, dann wurde die Masse filtriert, der - Rückstand einmal mit 
Wasser ausgewaschen, das Waschwasser mit dem Filtrat vereinigt und 
etwas eingedampft. Durch Titration mit Normalnatronlauge unter 
Verwendung von Methylorange wurde die Azidität der Lösung fest- 
gestellt und daraus die zur Neutralisation erforderliche Menge von 
Ätzbaryt berechnet, welche, feinstgepulvert, allmählich in die siedende 
Lösung eingetragen wurde. Von dem entstandenen Bariumsulfat 
wurde abfiltriert, das Filtrat so eingeengt, daß 10 ccm 20g frischem 
Spinat entsprachen, und schließlich wurde mit wenigen Tropfen Soda- 
lösung eine gegen Lackmus neutrale Reaktion hergestellt. Von dieser 
Lösung wurden 40ccm mit 2 Liter Ringerlösung verdünnt und durch 
die überlebende Kaninchenleber im Wohlgemuthschen Apparat ge- 
trieben. Nach fünfmaliger Durchströmung wurde die Lösung ent- 
eiweißt und auf das ursprüngliche Volumen von 20ccm eingeengt. 
Das Verhalten im Sekretionsversuch ergibt sich aus den nachstehenden 
Protokollen; die ursprüngliche Spinatlösung ist in ihnen als Kontroll- 
lösung bezeichnet. 
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lösung, welche die Leber pas- 10. 1,5 E 
. siert hatte. 11. 2,0 d 
4. | 0,5 + 12. 4,5 L 
5. 0,5 + 13. 2,5 4 
6. 1,5 +. 14. 3,5 = 
7. 1,5 + | 


3. Versuche mit Duodenalsekretin. Zur Verwendung gelangten 
das Duodenum und der oberste Teil des Jejunums von frisch getöteten 
Hunden. Die sauber gespülte Schleimhaut wurde mitsamt der Sub- 
mucosa abgekratzt und nach der Vorschrift von Bayliss und Starling 
mit der doppelten Menge 0,4 proz. Salzsäure kurz aufgekocht. Nach 
dem KNeutralisieren und Einengen resultierte eine leicht gelbliche 
Lösung, von welcher Leem 2g der frischen Duodenalschleimhaut 
entsprach. Von dieser Lösung, welche nachstehend als Kontrollösung 
bezeichnet wird, wurden 20ccm mit 1 Liter Ringerlösung versetzt 
und die Mischung in der gleichen Weise, wie beschrieben, der Ein- 
wirkung der überlebenden Kaninchenleber mehrfach ausgesetzt. Die 
Aufarbeitung der durchströmten Flüssigkeit erfolgte gleichfalls so, 
wie es beim Spinatsekretin angegeben ist. Das Verhalten im Sekretions- 
versuch ergibt sich aus den nachstehenden Protokollen. 





























Zeit in | Magensaftmenge | Kongo» |Zeitinhalben | Magensaftmenge | Kongo, 
halben Stunden | ccm reaktion Stunden ccm reaktion 
a) Hund A (Magenfistelhund). 

L | = o GE 3,5 

2. Injektion von 1%/, ccm Duode- 8. Injektion von 101. cem Duode- 
nalsekretin, welches die Leber nelsekretin (Kontrolle). 
passiert hatte. 9. e 

3. ' Schleim wenig 0 10. 5,5 | 

4. 2,5 + ll. 11,0 04 

5. 6,0 4 12, 7,5 I er 

6. 4.0 p 13. 40 D 

b) Hund B (Magenfistelhund). 

1. 3,0 cb H | Schleim 0 

2. 0,5 -+ 10. — , ex 

3. Schleim | 11. Injektion von !%/, ccm Duo- 

4. Injektion von !%/, cem Duode- denalsekretin (Kontrolle). 
nalsekretin, welches die Leber 12. | 3, + 
passiert hatte. 13. 14,0 + 

5. | Scheim 0 14. 7,5 | 4d 

6. ; 0 15. 1,5 E 

7. 0,3 + 16. 1,0 d 

8. | 0,2 4 | 
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Kongo: 


Zeit in halben Magensaftmenge 
Stunden reaktion 


ccm 


Zeit inhalben Magensaftmenge Kongos 
Stunden ccm reaktion 


c) Hund B (Magenfistelhund). 








l. 1,0 + 8. 0,8 0 

2, l — d 9. — .- 

3. Injektion von äi, cem Duode- 10. Injektion von 18 ccm Duo- 
nalsekretin, welches die Leber denalsekretin (Kontrolle). 
passiert hatte ll. | A 0 

4 | — 0 12, 5,0 + 

5 | 0,5 + 13. | 9,0 -+ 

6 | 5,0 + 14 8,0 L 

7 | 2,0 <E 15 5,0 Së 


Kemal Djenab hat nun weiterhin am 8. April 1917 in der Otto- 
manischen medizinischen Gesellschaft in Konstantinopel über neue 
Versuche über Sekretin berichtet; der Inhalt dieser, in türkischer 
Sprache erschienenen Mitteilung, ist kurz folgender: Drei Hunde 
werden eine Woche lang in verschiedener Weise gefüttert. Der erste 
Hund erhält nur Fleisch, der zweite nur Fett, der dritte nur Kohle- 
hydrate, nämlich einen Brei aus Stärke, Zucker und Wasser. Am 
Ende der Fütterungswoche werden die drei Hunde getötet, und es 
wird in ganz gleichmäßiger Weise aus den drei Duodenis Sekretin 
hergestellt, derart also, daB eine bestimmte Menge Sekretinlösung 
immer einer bestimmten und für alle Duodena gleichen Schleimhaut- 
gewichtsmenge entsprach. Die drei Sekretinlösungen wurden ‚‚Fleisch-, 
Fett- bzw. Kohlehydratsekretin‘‘ genannt. Nun wurden immer an 
einem Hunde diese drei Sekretinlösungen in ihrer Wirkung auf die 
Pankreassekretion und auf den Blutdruck untersucht, um Vergleichs- 
werte zu erhalten. Es ergab sich, daß das Fettsekretin am stärksten 
auf den Blutdruck und die Pankreassaftbildung wirkte, dann folgte 
das Fleischsekretin, und am schwächsten wirkte das Kohlehydrat- 
sekretin auf Pankreas und Blutdruck. 


Ich habe nun, wie ich eben zeigte, unter Anlehnung an jene 
anderen Versuche Kemal Djenabs über die Abschwächung der Sekretin- 
wirkung nach Injektion der Sekretinlösung in die Pfortader gefunden, 
daß eine Duodenalsekretinlösung beim Hunde in ihrer Wirkung ab- 
geschwächt wird, wenn man sie im Durchblutungsapparate durch eine 
überlebende Kaninchenleber leitet. Dieser Effekt kann, wie ich oben 
ausführte, auf doppelte Weise zustande kommen. Erstlich könnte 
das Sekretin in der Leber zerstört werden, zweitens könnte es von 
ihr zurückgehalten werden. Ich neigte zu der letzteren Erklärung 
des Phänomens. 


Ein mehr direkter Beweis, daß diese Erklärung zutrifft, kann 
nun auf folgendem Wege erbracht werden. 
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Wenn die Beobachtung Kemal Djenabs über die Abhängigkeit 
des Sekretingehaltes der Duodenalschleimhaut von der Art und 
Weise der Ernährung zutrifft und wenn die Leber ihr zugeführtes 
Sekretin retiniert, dann muß die Leber um so sekretinreicher sein, je 
mehr Sekretin von der Duodenalschleimhaut geliefert wird. Es müßte 
also die Leber eines mit Fett gefütterten Tieres am meisten, und 
eines mit Kohlehydrat gefütterten Tieres am wenigsten Sekretin ent- 
halten. Das ist in der Tat der Fall, wie aus meinen nachstehend 
mitgeteilten Versuchen hervorgeht, und man könnte für meine An- 
nahme das als Beweis gelten lassen, wenn nicht die gewählten 
Ernährungszustände eine etwaige Bildung hepatogener Sekretinsub- 
stanzen beeinflussen. 


Ich habe nun außer den Tieren, von denen das eine eine be- 
stimmte Zeit lang mit Fett, das andere eine bestimmte Zeit mit Reis 
gefüttert worden war, noch ein Tier zur Untersuchung herangezogen, 
das so lange Zeit gehungert — nicht gedurstet — hatte, als jene 
anderen Tiere die bestimmte Kost erhalten hatten. Es ist wohl an- 
zunehmen, daß der Prozeß der Sekretinbildung in der Schleimhaut 
einen kontinuierlichen Vorgang darstellt. Denn, sobald die Verdauungs- 
arbeit beginnt, muß doch eine gewisse Menge Sekretin oder Pro- 
sekretin vorhanden sein, das von der Schleimhaut abgegeben und 
resorbiert werden kann. Es müßte also im Hungerzustande sich die 
Duodenalschleimhaut mit Sekretin anreichern!). Andererseits wird bei 
den daniederliegenden Sekretionen während des Hungerzustandes 
auch kaum Sekretin von den Drüsen verbraucht. Es kann also im 
Hungerzustande besonders leicht viel Sekretin im Körper auf- 
gespeichert werden. Wenn bei der Wasserzufuhr im Hungerzustande 
leichteste Sekretionen einsetzen und Wasser durch die Duodenal- 
schleimhaut resorbiert wird, kann natürlich auch Sekretin mit resor- 
biert werden, wenn es nur in der Schleimhaut vorhanden ist. Bei 
der Fettfütterung wird ja auch sehr wenig Sekret gebildet. 

Alle diese Überlegungen ließen es mir als wahrscheinlich erscheinen, 
daß nach längerem Hungern die Leber ebenfalls sehr reich an Sekretin 
sein müßte. Auch diese Annahme ist durch meine Versuche als 
richtig erwiesen worden. 


Dabei ist natürlich immer mit der Möglichkeit zu rechnen, daß 
die Leber auch von sich aus Sekretinstoffe bildet und bei verschiedener 
Fütterung das in verschiedener Weise tut. Der gesamte Sekretin- 
gehalt der Leber braucht nicht resorbiertes Magen-Darmsekretin zu 


1) Anm. bei der Korrektur: Eine soeben erschienene Arbeit Kemal 
Djenabs (Etude sur la sécrétine, Annales de Médecine, December 1922, 
Tome XII, Nr. 6) bestätigt diese Annahme. 
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sein. Aber auffallend bleibt doch, wie der Sekretingehalt der Leber 
mit dem Sekretingehalt des Darms konform geht. 


Zugleich benutzte ich die Gelegenheit dieser Versuche, um die 
Angaben Kemal Djenabs über die Abhängigkeit des Sekretingehalte 
der Duodenalschleimhaut von der Art der Ernährung nachzuprüfen. 
Ich konnte diese Angaben Dyenabs vollauf bestätigen. 


Ich fasse noch einmal das Ergebnis dieser Versuche in folgenden 
Sätzen zusammen: 


l. Mit dem Sekretingehalt der Duodenalschleimhaut im Anschluß 
an verschiedene Ernährung geht parallel der Sekretingehalt der 
Leber. 


2. Nach längerer Fettnahrung ist die Leber am reichsten, nach 
längerer Kohlehydratnahrung am ärmsten an Sekretin. 


3. Nach längerer Nahrungskarenz zeigt die Leber einen hohen 
Sekretingehalt, der etwa den Werten entspricht, die man nach 
voraufgegangener mehrtägiger Fettnahrung findet. 


4. Meine Versuche bestätigen die Beobachtungen Kemal Djenabs 
über die Abhängigkeit des Sekretingehalts der Duodenalschleimhaut 
von der Ernährung. 

5. Meine Versuche sprechen in dem Sinne, daß in der Leber das 
von der Darmwand resorbierte Sekretin deponiert wird, ohne eine 
hepatogene Sekretinbildung auszuschließen, die ebenfalls von der Art 
der Ernährung mit abhängig sein könnte. 








Versuche. 
_ Körper: BE Kö re l Körper | ` 
gewicht Kost | gewicht | gewichts: Leber: 
vor dem vor dem | verändes gewicht 
Versuch d Tode Do ung `, 
1. Gelber Hund . . . . | 93008 | Wasser ` 8000g —1350g 190g 
2. Schwarzweißer Hund | 9000 Margarine 7780 — 12590 250 
3. Roter Hund . . . . || 9150 Reis 8200 — 950 . 200 





Erster Hund ist der Hungerhund; zweiter Hund erhält jeden Tag 
100,0 g Margarine mit ein wenig Kochsalz; dritter Hund bekam täglich 
150 g Reis und etwas Kochsalz. Nach 10 Tagen wurden alle Hunde getötet. 
50g jeder frischen Leber wurden mit 0,4proz. Salzsäure, und außerdem 
wurden 100g frischer Leber mit physiologischer Kochsalzlösung behandelt. 

Die Sekretinwirkung wurde am Pawlowschen Magenblindsackhund 
gemessen. Es wurde immer eine auf die gleiche Gewichtsmenge frischer 
Leber berechnete Menge der Sekretinlösungen subkutan injiziert. Immer 
entsprachen IO eem Sekretinlösung 5g frischer Leber. 


1) Nach zehn Tagen getötet durch Verblutung. 
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Lebersekretinversuche. 
I. Subkutane Injektion von Leberextrakt mit physiologischer Kochsalzlösung. 


Zeit in halben Magensaft- 


Kongo» Zeit in halben Magensaft- Kongo» 
reaktion Stunden | menge reaktion 























Stunden menge 
a) Hund A. 
11600’ — 11h 30 ! 0,0 ccm | d 1h 05’ Injektion von 10,0 ccm 
11 30 Injektion von 10,0ccm Fett-Leberextrakt. 
Reis-Leberextrakt. lh 05'—1ħh 35’ | 3,5 ccm 
11 30—12 00  0,0ccem | 0 1 35 —2 05 1,5 lso ccm 
12 00—12 30 0,0 0 0,0 cem | 2 05—2 35 0,0 
12 30— 1 00 0,0 0 
b) Hund B. 
10% 05'—10ħb 35’ | 2,0 cem — lh 45'— 2h 15’ : cem | + 
10 35—11 05 | 00 0 2 15— 2 45 IE 
11 05—11 35 | 0,0 0 2 45— 3 15 a t es 
11 37 Injektion von 10,0ccm| 3 15— 3 45 | 10 
Hunger Leberextrakt. 3 57 Injektion von 10,0 ccm 
11 37—12 07 | 40 ccm + a Leberextrakt. 
12 07 —12 37 | 48 +lıı3 3 57 —4 52 ccm 
12 37— 1 07 |20 AUT 4 927 — 4 H d 
1 07— 1 37 | 05 | 4 57—56 1,2 SE 
1 45 Injektion von 10,0 cem | 5 27— 5 sr 0,5 


Reis- Leberextrakt. 


c) Hund B. 
10h 50’— 11h 20' : 1,6 eem = Ih 27'— 1h57 | 20 eem + 
ganz schleimig 1 5—1 27 5.0 iidem 
11 25 Injektion von 10,0 cem | 2 27 — 2 57 | 35 + 
Fett-Leberextrakt. 2 57— 3 27 | 09 | 
11 25—11 55 | 7,5 cem | 3 30 Injektion von 10,0 ccm 
11 55—12 25 ' 80 TER Hunger- Leberextrakt. 
12 25—12 55 1,4 + (em 3 30— 4 00 8,8 ccm |+ 
12 55— 1 25 03 A 4 00— 4 30 54 
4 30— 5 00 11 "unn 
5 00— 5 30 , 0,3 + 


II. Subkutane Injektion von Leberextrakt mit 0,4 proz. Salzsäure. 


a) Hund B. 
lle 10 — 11b 40 0,0 ccm 0 l1 47 Injektion von 1,00 cem 
11 40 Injektion von 10,0 ccm Fett- Leberextrakt. 
Hunger-Leberextrakt. | 1h 47'— 2 D 5,5cem + 
IL 40—12 10 | 6,0 ccm Bu 2 17— 2 47 ' 30 + 
12 10—12 40 | 40 Elisom 2 471— 3 17 1 | Hosen 
12 40— 110 | 1,8 | 1 , 3 17— 3 47,05 Ge 
110— 1 40 | 05 + 
b) Hund A. 
10h 05'— 10h 35’ ` 0,0 0 11h 42’—12h 12°. 1,0 cem !4 
10 35—11 05 ı 0,0 0 12 12 —12 42 1,3 +19 teem 
11 05—11 35 | 00 o aa KR EC 
11 42 njektion von 10,0ccm| 1 12 — 1 42 | 0,0 0 
Reis-Leberextrakt. 1 53 Injektion von 10,0 ccm 


Hunger-Leberextrakt. 
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i e e it in halben | Ma ft | K s 
Fe E Se 
b) Hund A. 

lh 53’— 2h 32’ : 20 ccm H ae aer it 
2 23— 2 53 46 4 32— 5 02 
2 53— 3 23 |03 Ee 5 02— 5 32 05 F lapom 
3 23— 3 53 00 d 5 398. 6 %2 0.0 0 
4 02 Injektion von 10,0 ccm 
Fett-Leberextrakt. 
c) Hund A. 
Oh 50 —10L 20 0,5 ccm — lh 21'— IBU 3,9 ccm + 
schleimig 1 51— 2 21 1,9 65ccm 
10 20—10 50 0,0 ccm 0 2 21 — 2 5l 2 T ’ 
11 00 Injektion von 10,0cem| 2 51 — 3 21 + 
Fett-Leberxtrakt. 3 22 een von 10,0 ccm 
11 00—11 30 Ge ccm + Reis-Leberextrakt. 
11 30—12 00 lade 3 22 — 3 52 sem 
12 00—12 ai 1 ga Ge r m 3 52 42| GE 
12 30 — 1 D ‚01 4 2 — 4 52 086 , 
sehr schwach | 4 52 — 5 22 0,1 + 


] 21 Injektion von 1,00 ccm 
Hunger-Leberextrakt. 


Duodenalsekretinversuche. 
I. Versuch. 
Duodenalschleimhaut der drei Hunde wird nach der Methode von 
Bayliss und Starling genau wie die Leber mit 0,4proz. Salzsäure be- 
handelt. Prüfung des Sekretins am Pawlowschen Magenblindsackhunde. 



































it in Magensaft« Kon Os it in halben | nsaft- Kongo» 
f re cage i n Zei Stunden un reaktion 
Hund C 
10b 40—11 10 , 0,0 ccm | 0 lh 15°— 1545’ 1,6 cem |+ 
11 12 Injektion von 20ccm| 1 45— 2 15 04 Plade 
Reis-Duodenumextr. !). | 2 15 — 2 45 | 0,3 T a0 
11 12 —11 42 Se. 2 45— 3 15 !03 | 
IL 42—12 12 Eë 13cc j 3 17 Injektion von 2,0 ccm 
12 12—12 42 eg 1 EE Hunger - Duodenum- 
12 2 — 1 12 0.0 extrakt !). 
l 15 Injektion von 2,0 cem| 3 17— 3 47 13cem + 
Fett-Duodenumextr. !)| 3 47— 4 17 04 + 20 
4 17—447 03 E EE 
4 47 — 5 17 00 
II. Versuch. 
Kö Ts Kö s Kö T» 
sew che Kost gewicht Gett Leber: 
vor dem nach dem vers gewicht 
Versuch ' Versuch ?2) | änderung 
1. Brauner Hund .. 6900g Margarine 7600g 700 g 210g 
2. Weißgelber Hund . . ı 7200 Hunger 4400 2800 180 
7900 Reis 6500 1400 170 


3. Schwarzer Hund 


1) 0,5 g Duodenalschleimhaut entsprechend. 
2) Nach 17 Tagen durch Verblutung getötet. 
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Zweiter Hund ist der Hungerhund; erster Hund wird mit 100,0g 
Margarine und wenig Kochsalz täglich gefüttert; dritter Hund wird mit 
160g Reis und wenig Kochsalz jeden Tag gefüttert; nach 17 Tagen 
werden aile Hunde getötet. Die Behandlung der Leber und des Duo- 
denums zum Zwecke der Herstellung der Sekretinlösungen wird genau 
wie in dem Versuch I durchgeführt. Die Sekretinprüfung erfolgt am 
Pawlowschen Magenblindsackhund. | 











Leberversuche. 
I. Subkutane Injektion von Leberexrakt mit der physiologischen 
Kochsalzlösung. 
Zeit in halb 'M fs! K e Zeit in halbe M fte K e 
Stunden ` menge | reaktion | “Stunden | menge” See, 
a) Hund C. 
10h 05’— 10b 35' 0,0 ccm 0 lh 10’— 1h40 1,3 cem + 
' Schleim l1 40— 2 10 07 | an 
10 35—11 05 0,0 ccm 0 2 10— 2 40 16 . Ee 
11 05 Injektion von 10,0ccm| 2 40— 3 10 IK: + 
Reis-Leberextrakt. 3 15 Injektion von 10,0 ccm 
11 05—11 35 | 0,0 ccm | 0 Fett-Leberextrakt. 
Schleim wenig 3 15— 3 45 02ccm |+ 
UL 35—12 05 Lë eem — 345—415 07 ES 
12 05—12 35 , 05 +!17cem|4 15— 4 45 108 Bake 
12 35— 1 05 | 02 + 4 45— 5 l5 OI 
L 10 Injektion von 10,0 ccm 
Hunger-Leberextrakt. 
b) Hund C. 
E 0,6 Gem + Ip 10° — 1540 | 12ccm + 


1 
10 00—10 30 Es l 40— 210 |11 
10 35 re von 10,0cm] 2 um. 2 40 02 T 2,6ccm 
Reis- Leberextrakt. 2 40— 3 10 01 + 
3 


10 35—11 05 | 1,2 ccm + 13 Injektion von 10,0 ccm 





1 05—11 35 |1, 
11 35—12 05 | 07 +3. 2ccm Hunger-Leberextrakt. 
12 05—12 35 | 0,3 + 3 13— 3 43 | 1,4 ccm + 
2 35— 105 | 01 3 43— 4 13 |10. +13 90cm 
1 10 Injektion von 10,0cem| 4 13— 4 43 | 0,6 Sp 
Fett-Leberextrakt. 4 43— 5 13 02 25 
c) Hund D. 
10h 00’—10b 20 : 1,3 cem +- lh 25 — 1b 55’ | 30 ccm -+ 
10 30—11 0 . 05 ` En 1 55— 2 25 | 10 sp 
11 23 Injektion von 10,0ccem| 2 op 2 55 | 0,5 | Veem 
Hunger-Leberextrakt. | 2 55 — 3 25 | 05 
ll 23—11 53 , 7,5 cem |+ 3 25 Injektion von 10,0 ccm 
1 63—12 23 20 + l10.0cem Fett-Leberextrakt. 
12 23 —12 53 03 +H’? | 
3 25— 3 55 | 2,7 ccm 
12 53 — 1 23 02 + 3 55—425 10 
1 25 Injektion von 10, 0cem| 4 35 4 55 | 05 4,4ccm 
Reis-Leberextrakt. 4 55— 5 23 | 02 pi 
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II. Subkutane Injektion von Leberextrakt mit der 0,4proz. Salzsäure. 


a ee — 
Zeit in halben Magensaft. ` Kongo» Zeit in halben ` Magensaft- | Kongo, 
Stunden menge Al reaktion Stunden menge reaktion 

ee Ze —— EE DEER PEAT e Ge EE EE 




















a) Hund C. 
9h 30’—10b 00’ | 0,0 cem | 0 lh 10°— 1ħ40 | 1,3 cem |+ 
10 05 Injektion von 10,0 cem] ı An. 2 10 0,6 H 
Fett-Leberextrakt. 2 10— 2 40 |01 +Í 2,1 ccm 
10 05—10 35 | 2,0 ccm '+ 2 40— 3 10 | 01 + 


10 35—11 05 | 1,0 17 Injektion von 10,0 ccm 


ge 
LU 05—11 35 | 0,3 | ccm Hunger-Leberextrakt. 
11 35—12 05 | 0,3 


wo 











3 17— 3 47 | oem R 
1 10 Injektion von 10,0ccm| 3 47 4 17 27 | 
Reis-Leberextrakt. 4 17— 4 47 | 07 D 8,0ccm 
4 47—517 A E 
b) Hund C 
10h 00’— 10h = 1,0 ccm 0 lh 23'— 1h63’ | 0,9 ccm + 
10 30—11 00 | 05 0 1 53— 2 23 |09 fe 3 
11 20 Injektion von 10,0cm|2 23 — 2 53 |03 e ‚locm 
Hunger-Leberextrakt.| 2 53_ 3 23 0,0 0 
11 20—11 50 | 6,0 ccm + 3 25 Injektion von 10,0 eem 
11 50—12 20 | 6,0 BR Fett- Fer 
12 20—12 50 |0 T (12,2cem 
zu 2 | 3 25— 3 55 tert ccm 
12 50 — 1 20 : 0,0 0 55— 4 ap 
1 23 GE 100ccem| 4 op 4 55 Le 4,5ccm 
Reis-Leberextra 4 55— 5 25 | 00 t 
c) Hund D 
9h 30'—10h 00' | 1,6 ccm | -+ 1h 05'— 1h 35’ , 5,5 ccm 
10 00—10 20 E 1 ap 2 05 7,0 D 16.0ccm 
10 30—11 0 08 | 2 05— 2 35 | 20 +j16 
11 02 Injektion von Si cem| 2 35— 3 05 Lë + 
Fett-Leberextrakt. 3 07 Injektion von 10,0 ccm 
11 02—1l 32 | 4,5 ccm + Reis-Leberextrakt. 
DEN +l 6,9ccm| 3 07— 3 37 | 2,5 cem + 
12 35— 1 02 |03 el i et a "en 
1 05 Injektion von 10,0cem|4 7 pm" 0 
Hunger- Leberextrakt. | 
Duodenalsekretinversuch. 
Hund E. 
9h 30’—10h 00’ | 0,5 eem + 12h 30’— 1 00° | 13 
10 00—10 30 | 00 0 1 00— 1 30 Ee 
10 30 Injektion von 3,0ccm| 1 9 — 2 00 ! 03 2,0 ccm 
Fett-Duodenumextr. 1)| 2 00 — 2 30 | 00 | 
10 30—11 00 | 1,6 ccm 2 30 Iniekti 30 
jektion von 3,0 cem 
11 00—11 30 0,4 23 ccm Reis-Duodenumextr.'). 
11 30—12 00 | 03 j 2 30— 3 00 | 09 cem 
12 30 jekto von 3,0ccm| 3 30— 4 00 loi 1,3 cem 
Hunger - Duodeum- |4 0—4 30 | 00 


extrakt !). 
1) 0,7 g Duodenalschleimhaut entsprechend. 


Rolle der Leber bei der Sekretinverteilung im Blute. 391 


Zusammenfassende Tabelle. 
Leberversuch. 


Gesamt-Magensaftmenge. 


am war | Nommer dii | 0,4 proz. DE 





| 
| 
d 






































Hunde 
tt 6 > 38|32 2 EI Kc 6,9 | 6,5 | 12,3 80112 122 5 D S 
17 2 E Fetthund É 0 7.0 10,8 3,6 | 
11 4 ` 7 Reishund 3,1 5, 7 2,1 7 | 
Duodenalversuch. 
5 en a en Gesamt-Magensaftmenge. 
| K 4 | 0,4proz. Salzsäurelösung 
Physiologische Kochsalzlösung | “Hund, a Si | > = WE? 
= | Hunge | Hungerhund 2,0 | 2,0 
— Fetthund 2,6 2,3 
| Reishund | 1,3 1,3 
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Über die Trypaflavinaufnahme durch abgetötete Bakterien. 
Von 
Leo Bleyer. 
(Aus dem hygienischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 17. Januar 1923.) 


Das Problem der Farbstoffaufnahme von Zellen und Bakterien 
und deren Beziehung zu Morphologie und Biologie derselben, sowie 
die Ausdeutung der erzielten Färbeeffekte ist trotz einer sehr umfang- 
reichen Literatur noch lange nicht restlos gelöst und harrt noch 
weiterer Untersuchungen, die insbesondere die Ergebnisse der neueren 
Kolloidforschung zu berücksichtigen haben werden. Von den vielen 
hier in Betracht kommenden Spezialfragen hat von jeher die Beob- 
achtung, daß in der Färbbarkeit lebender und toter Bakterien Unter- 
schiede bestehen, ein gewisses Interesse beansprucht, da sie in die 
Abhängigkeit der Farbstoffaufnahme vom jeweiligen Funktionszustand 
der Zelle Licht zu bringen schien. So z. B. berichtete schon Buchner (1) 
in einer sehr weit zurückreichenden Arbeit, daß Typhusbazillen im 
lebenden Zustande gegenüber Methylviolett einen starken Färbe- 
widerstand zeigen, der sich durch Kochen der flüssigen Kultur be- 
seitigen läßt, während er bei anderen Bakterienarten geringere 
Färbbarkeitsdifferenzen fand. Auch Eisenberg (2) beobachtete in 
seiner grundlegenden Studie unter anderem, daß durch Schädigungen 
und Absterben der Bakterien ihre Anfärbung erleichtert wird. In 
jüngster Zeit konnte Seiffert (3) mit Anilingentianaviolett und Kongo- 
rot, bei ersterem sowohl in reiner als auch proteinhaltiger Lösung, 
dieselben Unterschiede feststellen, wobei er noch ausdrücklich angibt, 
daß Art und Weise der Abtötung sowie Dauer und Höhe der Er- 
hitzung ohne Belang gewesen seien. Da in dieser Frage ein prinzipiell 
gleichartiges Verhalten aller Farbstoffe a priori durchaus nicht vor- 
zuliegen braucht, wurde auf Veranlassung von Herrn Geh.-Rat Hahn 
derfeindisperse Farbstoff Trypaflavin (4) (Diffusion in 3 proz. Gelatinegel 
erfolgt nach eigener Beobachtung ungefähr viermal so schnell wie bei 
Methylenblau) in seiner Aufnahme durch lebende und abgetötete 
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Bakterien untersucht. [Über Adsorptionsverhältnisse der Akridinium- 
derivate siehe Langer (5); über vergleichende Trypaflavinaufnahme 
durch Bakterien und Körperzellen Hahn und Remy (6). 

Von den zahlreichen Abtötungsmethoden mußten jene aus- 
geschaltet bleiben, bei denen etwa durch Anhaften des Desinfektions- 
mittels an den Bakterien und dessen schwere Entfernbarkeit der 
Mechanismus der Adsorption störend beeinflußt werden konnte; mit 
Rücksicht hierauf schien zunächst die Abtötung in Form von Hitze 
am geeignetsten. Die Bakterien wurden auf Agar in Kolleschalen 
gezüchtet, die 12- bis l5stündigen Kulturrasen mit physiologischer 
Kochsalzlösung abgeschwemmt und die so erhaltene Suspension nach 
gründlicher Durchschüttelung auf mehrere Reagenzgläser abgefüllt, 
um sodann im Wasserbade verschiedenen Temperaturen eine Stunde 
hindurch ausgesetzt zu werden. Nach beendeter Erhitzung und Ab- 
kühlung auf Zimmertemperatur wurden von jeder Probe genau 2ccm 
Bakteriensuspension mit 2ccm Trypaflavinlösung (Verdünnung 1: 1000) 
versetzt, 5 Minuten unter Umschütteln mit ihr digeriert und so- 
dann bis zur völligen Klarheit der überstehenden Flüssigkeit zentri- 
fugiert. Die Farbstoffabnahme in den Abgüssen wurde mit dem 
Autenriethschen Kolorimeter bestimmt und daraus die prozentuale 
Aufnahme durch die Bakterien berechnet. Das Zentrifugieren be- 
reitete nicht selten erhebliche Schwierigkeiten, besonders bei Bac. 
Friedländer mit seiner fadenziehenden Kulturmasse, so daß in den 
Tabellen nur jene Versuche aufgenommen sind, bei welchen es restlos 
gelang, da eine auch nur geringe Opaleszenz der zu prüfenden Ab- 
güsse einen genauen Vergleich mit der Standardlösung vereitelt. 


Tabelle I. 


Prozentuale Farkstoffaufuchme i 





Erhitzung | = Bact. Koli | ` Staph. oi aureu ` 
auf m era Ge —-— ‚Bac.subtilis | e Bac. 
l! 1 | 2 3 1 2 | Friedländer 





a Fe - GE 


| a | 
20° (Kontr); 64% 38% 81% 50%, 75% 50% 75% 
60° 0.0.38 8l Gs 50 








12 = 
70 — , 38 8l 38 12 50 = 
8&8 an" 81 3.212 50 38 
90 | 64 38 = ES 50 50 38 


Schon Vorversuche (Tabelle I) ergaben in einigen Fällen (Staph. 
aureus, Bact. Koli und Bac. Friedländer) die Tatsache, daß nach 
erfolgter Hitzeschädigung die Farbstoffaufnahme gegenüber der Kon- 
trolle nicht nur keine Steigerung aufzuweisen braucht, sondern sogar 
erheblich sinken kann und daß die Höhe der einwirkenden Temperatur 
keineswegs gleichgültig ist. So vermindert sich bei Bact. Koli und 
Staph. aureus innerhalb der niedrigeren Hitzcgrade die Aufnahme, 

26 * 
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um bei 90° wieder zuzunehmen. Auffallend war auch die Schnelligkeit, 
mit der sich die Adsorption vollzog (binnen einer Minute), auch bei 
der Kontrolle mit lebenden Bakterien. Ob die Färbung zunächst nur 
infolge Adsorption zustande kommt oder an das weitere Eindringen des 
Farbstoffes ins Zellinnere gebunden ist, war für die vorliegende Frage- 
stellung gleichgültig, da es bei dieser nicht auf sekundäre Verän- 
derungen, sondern darauf ankam, in welchem Zustande der Farbstoff 
die Bakterienzelle sozusagen im ersten Moment seiner Aufnahme 
antraf. Deshalb wurde auch die Digerierungszeit kurz gewählt. Der 
viel umstrittene Begriff der sogenannten ,Vitalfärbung“ bleibt hier 
außer Diskussion. 
































Tabelle II. 
| en šeg lafl een In 
2 Saa Wachstu S E Wachstum | 
Fra zung '! KE EEF in künstlicher ' Anmerkurig SS 3 SS in künstlicher " Anmerkug 
au | S Es Kal = Kultur | S SS Sr = Kultur | 
ee eaa ee eet 
Bac. pneumoniae Friedländer (1) Bac. subtilis 
20° (Kontr,)| 75% — | ++ aeg! 88% | — o 3 — Mikot 
o "- — I++ gi _ 88 — Gei EH keine 
70 2° — | + a 88 — oi Era SE 
80 28  — 4 "Ier 88 — oo bet, 
Staph. pyogenes aureus Bact. Koli (1) 
2% (Kontr.). 64%: — ` œ ba | + 2000 Mill. Kol > e? 
og, ef Zi | + m om aE, 
7 l6 — jpsteil 38 oO 4 40 EEN 
‘ OW A. | Lu n v SI 
80 ` 6 bh Im | O Sr 40 m r O 
Bac. pneumoniae Friedländer (2) Bact. Koli (2) 
20° Kontr.) || 30% = GE ENEE 20°40% — + + e 
60° Ja ZE = | Dünne |50 = ++ = 
70 | -— | — 3 Emulsion slk — steril 2 | 
80 15 — er l — e 


| r 


Um der Abtötung der Bakterien sicher zu sein, wurde in weiteren 
Versuchen (Tabelle II) gleichzeitig die Wachstumsfähigkeit geprüft 
und ferner die gelegentlich auftretende Agglutination durch das 
Trypaflavin genau beobachtet. Wiederum ließ sich in einigen Fällen 
eine Verminderung der Aufnahme feststellen, aber ohne gesetzmäßigen 
Zusammenhang mit Leben oder Tod der Bakterien. So z. B. wiesen 
die 60gradige Staphylokokken- und die 70gradige Friedländer (2) -sus- 
pension trotz Abtötung den Kontrollwert auf; ebenso trat bei Bact. 
Koli (1) trotz Reduktion der entwicklungsfähigen Keime auf 2% 
keine Änderung ein. Hingegen tritt wieder wie in Tabelle I der Einfluß 
der Temperaturhöhe deutlich hervor. 

Um für die Trypaflavinadsorption den eventuell störenden Einfluß 
der den Bakterien noch vom Nährboden her anhaftenden Resten 
auszuschalten, wurden sie nunmehr (Tabelle III) durch Waschen von 
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Tabelle III. 
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20 (Kontr,) 6%] ++ | a |; 81% | + O S 
60° | 85 = 8l 8 
8&0 185 in ng Je 3 SI ` te ' G 
100 85 ‚m || koaguliert. 86 | I | 2 
Ee Koli (2) Bac. subtilis 
| | nach einigen| | | D l | 
Minuten ' = l 
20° (Kontr.) , 73% + 10 | Gl 3 — e IS 
60° \ ‚sofort + +| A JL gut zerteilbar 62%, | = o iS 
80 81 + + + steril = £A schwer „ o | | S 
100 J ++ A gut S RE | steril l A 
Bact. Koli (3) Staph. pyog. albus (2) 
ak 80% + | SE | 0% — u y 
E = ER 90 DEN | i Sg v 
D ei | 3 ei 
+ + steril) 4, 83 — [storil 23 
100 15 | G 90 — E 
Vibrio „Metschnikoff“ Bac. pneum. vos 2 
60% — x LL S 
Je T E EK SE ee 110 Kol. | A 
+ + + |¿steril 3 koaguliert, aber | 65 ` ++++Y steri S 
er | 85 En wieder gut zerteilb. | 40 | + 2 











denselben befreit und rt mit frischer physiologischer Kochsalzlösung 
aufgeschwemmt. In vier Fällen (Vibrio Finkler, Bact. Koli 1 und 2 
und Vibrio Metschnikoff) ergab sich eine unverkennbare Zunahme der 
Farbstoffaufnahme, in drei war in erhitzten Proben eine Abnahme 
zu beobachten, in den übrigen trat keine Änderung ein. Hin- 
sichtlich der Beziehungen zu Bakterientod und Erhitzungshöhe gilt 
das schon bei Tabelle I und II Gesagte. Auch die Agglutination 
variiert mit der Temperatur erheblich, aber ohne daß man sagen könnte, 
daß der stärksten Agglutination etwa die größte Farbstoffaufnahme 
entspricht und beide gleichsinnig verlaufen; nur Bact. Koli (3) zeigte 
eine völlige Übereinstimmung zwischen beiden Prozessen. Schließlich 
fällt noch bei allen drei Tabellen auf, daß ein und dieselben Bakterien- 
arten sich jedesmal verschieden verhalten und keinen für sie charak- 
teristischen Reaktionstypus erkennen lassen. Bac. subtilis macht 
hiervon insofern eine Ausnahme, als sich seine Färbbarkeit überhaupt 


1) Zu einer gallertig kompakten Masse verbacken. 
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nie infolge Erhitzung änderte (schwere Beeinflußbarkeit der in den 
Bakterienleibern enthaltenen Sporenanlage ?). 

Das Widerspruchsvolle, das in diesen Ergebnissen zu liegen 
scheint, rückt dem Verständnis näher, wenn man sich vergegenwärtigt, 
daß die Höhe der einwirkenden Temperatur für die Art und Weise 
und das Ausmaß der nicht näher faßbaren Koagulationsvorgänge im 
Bakterieninnern unmöglich gleichgültig sein kann, indem hohe Hitze- 
grade schwerere Denaturierungen erzeugen als niedrige und beispiels- 
weise die bei 80° abgetötete Bakterienzelle physiko-chemisch ein an- 
deres Gebilde darstellt als die bei 60° abgestorbene, worauf auch 
unter anderem in einigen Fällen auch die geänderte Agglutinations- 
fähigkeit hindeutet. Alle groben intrazellulären Veränderungen aber 
sind nicht denkbar ohne Rückwirkung auf den Funktionszustand der 
sogenannten ‚„Plasmagrenzschicht“ und deren für den Farbstoffeintritt 
in Betracht kommenden Permeabilität. Ferner ist zu berücksichtigen, 
daß die Art der sich im Bakterienleib abspielenden Hitzeveränderungen 
auch mit dem jeweiligen Ernährungszustand und Stoffwechsel, in 
dem er sich gerade befindet, variieren muß, so daß es sehr begreiflich 
erscheint, daß bei gleicher Temperatur verschiedene Bakterien- 
suspensionen durchaus nicht dieselben Alterationen zu erleiden 
brauchen. 

Die durch Erhitzung erzeugbaren Differenzen in der Farbstoff- 
aufnahme forderten auf, auch noch einen anderen etwas weniger ein- 
greifenden Abtötungsmodus zu versuchen. 

Chloroform, Äther und 50 proz. Alkohol schienen dazu geeignet, 
weil ihr Überschuß verhältnismäßig leicht wieder entfernt werden 
kann. Die wie früher gewonnenen Bakterienaufschwemmungen wurden 
in Erlenmeyerkölbchen zu gleichen Teilen mit Chloroform oder Äther 
versetzt, gut emulsioniert und unter öfterem Umschütteln verschieden 
lange in Emulsion gehalten. Hierauf wurde auf Reagenzgläser ab- 
gefüllt, in denen sich Chloroform und Äther rasch von der wässerigen 
Suspension trennten. Die letzten noch anhaftenden Spuren der 
Narkotika konnten durch 15 bis 20 Minuten langes Erwärmen im 
Wasserbad bei 50° leicht verjagt werden. Von einer Benutzung der 
Wasserstrahlpumpe zwecks Beschleunigung des Abdampfens mußte 
abgesehen werden, da die infolge ständiger Druckschwankungen nötigen 
Manipulationen an der Apparatur zu Mischinfektionen führten, welche 
das Kulturresultat beeinträchtigten. Beim Alkohol wurde dessen 
96 proz. Lösung zu gleichen Teilen mit der Bakteriensuspension 
versetzt, nach abgelaufener Einwirkungszeit abzentrifugiert und die 
Bodensätze mit physiologischer Kochsalzlösung zum ursprünglichen 
Volumen wieder aufgefüllt. Die Wiederzerteilung der Sedimente 
gelang dabei meistens nicht ganz vollständig, da die Bakterien zu 
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Tabelle V. 


St = Stammemulsion (ungewaschen). A = erster abzentrifugierter Abguß. 

A, = zweiter Abguß nach dem Erhitzen. B = vor dem Erhitzen ge- 

waschene, mit frischer NaCl- Lösung aufgeschwemmte Bakterien. 

B, = nach dem Erhitzen zum zweitenmal gewaschene Bakteriensuspension. 
B, = zum zweitenmal erhitzte Suspension. 





Leien e 


(1) Staph. pyog.albus (1) Vibrio „Finkler“ | Bac. |1)Staph.pyog.albusl| (1) Vibrio „Finke |} Bact. Koli (1) nn 
Agglutinat. 
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A B aufnahme un Su 
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Bac. pneumoniae Friedländer ( 2) 
20° || 61,0 56,8 — |}! — | | 
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645 | 620 | 600 568 | 569 
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Vibrio „Finkler“ (2) 



























20° || 620 | 57,2 — D | == 65% ++ 
60 62,3 ` 62,5 61,6 673 | 572 + 
80 0 64,0 — 56,8 57,3 85 +++ 
100 |: 686 | —3) = =o S E 
Bact. Koli (2) 
20° | 66,3 56,8 |! — | SS = 73% + 
60 66,8 573 ° — ! = = ++ 
80 68,6 58,0 0 — o o = 8l +++ 
100 | 66,3 | 658 | 620 | 575 | 664 E 
| l lutinat. Agglutinat. 
Tempe | 4 B E Bavin] dütch den durch den 
Staph. pyogenes albus (2) Bac. subtilis 
20° | 61,8 | 56,8 | + 57,0 | 56,6 |i — 
60 61,8 56,9 | 80% + 67,4 | 56,7 || ege = 
80 '6L9 568 A 57,2 | 57,0 0 Së 
100 : 61,9 | 56,7 | 85 a 57,3 | 57,8 —_ 








1) Die von den Bakterien befreiten Abgüsse zeigen eine etwas erhöhte 
Tropfgeschwindigkeit gegenüber den ursprünglichen Suspensionen. 
3) Grob koaguliert, nicht bestimmber. 
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groben harten Klümpchen verbacken waren. Aus Tabelle IV ist 
ersichtlich, daß in fünf unter sieben Fällen die Färbbarkeit durch 
die Alkoholbehandlung ganz erheblich gesteigert worden war. Offenbar 
sogen die durch den Alkohol entquollenen Zellkolloide das farbstoff- 
haltige Wasser mit erhöhter adsorptiver Affinität in sich auf. Auch 
bei Bac. Friedländer war dies bei den feinen Partikelchen zu beob- 
achten: der gegenüber der Kontrolle herabgesetzte Gesamtwert beruhte 
auf der schlechten Farbstoffaufnahme der in diesem Falle sehr zahl- 
reichen groben Partikelchen, die infolge ihrer geringen Oberflächen- 
attraktion nur wenig Farbstoff zu binden vermochten. Auch durch 
sehr langdauernde Chloroform- und Äthereinwirkung ließ sich der 
Färbeeffekt beeinflussen: dreimal wurde er erniedrigt, einmal erhöht. 
Die Agglutinierbarkeit durch Trypaflavin wurde bei Bact. Koli durch 
Chloroform und Äther aufgehoben, bei Vibrio Metschnikoff trat sie 
neu auf. 

Die Komplexität und Unübersehbarkeit der Vorgänge, die sich 
beim Erhitzen im Bakterieninnern abspielen, schaffen das Bedürfnis 
nach einem wenigsten ungefähren Maßstab für die Intensität der- 
selben. Den durch die Hitze erzeugten intrazellulären Veränderungen 
konnten Dichtigkeitsschwankungen der Plasmahaut parallel gehen, 
die ein Herausdiffundieren von Zellinhaltsstoffen gestatten. Diese 
wiederum konnten die Öberflächenspannung des Suspensionsmittels 
beeinflussen, besonders soweit sie kolloider Natur waren, und aus 
Änderungen jener ließe sich dann ein gewisser Rückschluß auf die 
gesetzten Läsionen ziehen. 

Stalagmometrische Messungen an erhitzten Bakteriensuspensionen 
führte bereits Gildemeister (7) aus; er fand bei verschiedenen Bakterien- 
arten Änderungen sowohl im Sinne einer Zu- als auch Abnahme der 
Öberflächenspannung und bei einigen Stämmen einen Parallelismus 
zwischen ersterer und der dabei beobachteten Agglutinationshemmung 
gegenüber dem Immunserum. Leider findet sich in seiner Arbeit 
keine Erörterung der etwaigen Ursachen seiner Resultate; auch ist 
bei Auswertung desselben nicht zu ermessen, welchen Anteil daran 
die in den Suspensionen enthaltenen Nährbodenschlacken hatten, 
deren Übergang sich ja auch bei vorsichtiger Abschwemmung 
der Kulturen nicht ganz vermeiden läßt. Ein Arbeiten mit 
gewaschenen Bakterien schien also zwecks klarer Versuchsbedin- 
gungen unerläßlich. Es wurde dabei so vorgegangen, daß die Bak- 
terien aus der Stammemulsion (St) abzentrifugiert, die überstehenden 
Flüssigkeiten (A) abgegossen und die Bakterien nunmehr mit frischer 
physiologischer Kochsalzlösung aufgeschwemmt wurden (B). A und 
B wurden getrennt stalagmometrisch gemessen und in verschiedenen 
Proben im Wasserbade 1 Stunde hindurch bei 60, 80 und 100° ge- 
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halten. Nach Abkühlung auf Zimmertemperatur wurde wieder die 
Tropfenzahl bestimmt. Diejenigen Bakteriensuspensionen, welche 
infolge Erhitzung eine Änderung ihres Tropfenwertes erlitten hatten, 
wurden ein zweitesmal getrennt; an den so erhaltenen zweiten Ab- 
güssen (A,) und abermals frisch aufgeschwemmten Bakterien (B,) 
wurden wieder stalagmometrische Bestimmungen vorgenommen. Um 
zu sehen, ob durch eine zweite Erhitzung sich dieselben Änderungen 
wie bei der ersten ergeben, wurde B, in einigen Fällen noch einmal der- 
selben Temperatureinwirkung unterworfen. Tabelle V veranschaulicht 
die gewonnenen Resultate, wobei die in den Rubriken eingesetzten 
Ziffern die Tropfenzahl bedeuten. Der Wert für physiologische 
Kochsalzlösung (W) betrug bei dem von mir benutzten Stalag- 
mometer 56,6 bis 57,4; Änderungen unter zwei Tropfen sind nicht 
auszuwerten. 

Zunächst fällt sehr auf, daß die noch Nährbodenbestandteile 
enthaltenden ersten Waschflüssigkeiten (A), die schon in ihrem stark 
gelben Farbton Beimengungen verrieten, mit Ausnahme von Bac. 
subtilis stets eine beträchtlich höhere Tropfenzahl aufweisen als die 
reine Kochsalzlösung (W), während die gewaschenen Bakterienauf- 
schwemmungen durchwegs den Wasserwert ergeben (B bei 20%). Nach 
der Erhitzung sinkt bei Bact. Koli, Bac. Friedländer und Vibrio 
Finkler die Oberflächenspannung von B stark mit zunehmender 
Abtötungstemperatur, während sie bei Staph. albus und Bac. subtilis 
sowie bei den Abgüssen (4) gar nicht oder nur unerheblich schwankt. 
War die Vermutung richtig, daß die infolge Erwärmens eingetretene 
Senkung der Oberflächenspannung der Suspensionsflüssigkeit auf einer 
Auslaugung der Bakterien beruht, so mußte sich bei nochmaliger 
Waschung der betreffenden Proben (B,) wieder der Wasserwert 
erreichen lassen und der abzentrifugierte, die fraglichen Stoffe ent- 
haltende Abguß (A,) die Tropfenzahl vor der Trennung liefern. 
Diese Erwartung bestätigte sich auch (Friedländer 2, Vibrio Finkler 2 
und Koli 2). B, zeigt überall genau den Wasserwert; A, gab eine 
etwas niedrigere Tropfenzahl als zu erwarten gewesen wäre, was 
darauf beruhen dürfte, daß die bakterienfreien Abgüsse eine leicht 
erhöhte Tropfgeschwindigkeit gegenüber den ursprünglichen bakterien- 
haltigen Suspensionen besaßen (steigende Abflußgeschwindigkeit er- 
niedrigt die Tropfenzahl). Der Versuch, durch abermalige Erhitzung 
die Bakterien noch weiter auszulaugen (B,), gelang nur einmal 
(Bact. Koli 2 bei 100°). Vergleicht man noch die Trypaflavinaufnahme 
der stalagmometrisch gemessenen Proben mit ihrer Oberflächen- 
spannung, so zeigt sich, daß bei Bac. subtilis und Staph. albus weder 
die Oberflächenspannung, noch die Farbstoffaufnahme durch die 
Erhitzung geändert wurde; ferner daß in drei Fällen (Koli 1, Vibrio 
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Finkler 2 und Koli 2) einem Sinken der Oberflächenspannung eine 
Steigerung der Farbstoffaufnahme entspricht. In diesen Fällen ist 
also ein gewisser Parallelismus zwischen beiden Prozessen unzweifelhaft 
festzustellen. Bei Bac. Friedländer hingegen bleibt trotz sinkender 
Oberflächenspannung die Trypaflavinaufnahme konstant. Es fragt 
sich, wie diese Unrogelmäßigkeiten zu erklären sind. 

Hier ist darauf zu verweisen, daß, abgesehen von Bac. subtilis, 
schon die Bestimmung der Farbstoffaufnahme an sich (Tabelle I bis III) 
bei derselben Bakterienart durchaus wechselnde Resultate gezeitigt 
hat. Stalagmometrische Messungen ergaben nun, daß Änderungen 
im Tropfenwert erhitzter Suspensionen sich auch nach Abtrennung 
der Bakterien nachweisen lassen und letztere in frischer Aufschwemmung 
wieder den Wasserwert ergeben. Somit erscheint die Annahme be- 
rechtigt, daß bei der Erhitzung eine Auslaugung der Bakterien statt- 
findet, welche sowohl die Farbstoffaufnahme wie die Oberflächen- 
spannung des Suspensionsmittels in sehr verschiedenem Sinne je nach 
Art der übertretenden Substanzen und je nach dem ursprünglichen 
Zustand der Zellen (Zusammensetzung, Ernährung, Alter usw.) be- 
einflussen kann. Damit erscheinen aber die wechselnden Resultate 
sowohl bei den verschiedenen Bakterienarten als auch bei ein und 
derselben durchaus verständlich. Die bei Bac. subtilis beobachtete 
Konstanz dürfte, wie schon früher erwähnt, auf die Sporenanlage 
zurückzuführen sein, die der Zelle ja bekanntlich eine größere 
Widerstandsfähigkeit gegen alle schädigenden Einflüsse verleiht. 


Zusammenfassung. | 

1. Erhitzte Bakterienaufschwemmungen zeigten in ihrer Trypa- 
flavinaufnahme ein unregelmäßiges Verhalten, das auch bei ein und 
derselben Bakterienart keine charakteristischen Abweichungen erkennen 
ließ. In elf Fällen ergab sich eine Abnahme der Farbstoffaufnahme, 
in vier eine Zunahme, in acht blieb sie unverändert. 

2. Die beobachteten Schwankungen der Farbstoffaufnahme zeigten 
sich nicht schlechthin vom Bakterientod abhängig, sondern waren 
Ausdruck des jeweiligen, nicht näher faßbaren Hitzeeffektes als 
solchen. 

3. Durch Behandlung mit 50 proz. Alkohol ließ sich die Färb- 
barkeit der Bakterien erheblich erhöhen; durch langdauernde Ein- 
wirkung von Chloroform und Äther nahm sie dreimal ab, einmal zu. 

4. Ungewaschene, noch die Nährbodenschlacken enthaltene Bakte- 
riensuspensionen zeigten, stalagmometrisch gemessen, eine stark 
erniedrigte Oberflächensp«nnung. Nach Waschen der Bakterien und 
ihrer Wiederaufnahme mit reiner Kochsalzlösung ergab sich in allen 
Fällen der Wasserwert. 
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5. Bei Erhitzung der gewaschenen Suspensionen sank bei Bact. 
Koli, Vibrio Finkler und Bac. Friedländer die Oberflächenspannung 
mit steigender Temperatur, während sie bei Staph. albus, Bac. sub- 
tilis und allen die Nährbodenschlacken enthaltenden Flüssigkeiten 
gar nicht oder nur unbedeutend zu beeinflussen war. 

6. Bei nochmaliger Waschung derjenigen Proben, die durch 
Erhitzung eine Erniedrigung ihrer Oberflächenspannung erfahren 
hatten, ergab die erneute Aufschwemmung in allen Fällen abermals 
den Wasserwert, was darauf hindeutet, daß die früher beobachtete 
Änderung im Tropfenwert der Suspensionsflüssigkeit auf einer Aus- 
laugung der Bakterien beruht. 

7. Bei zweitmaliger gleichartiger Erhitzung sank bei Bact. Koli 
die Oberflächenspannung wiederum erheblich, während sie bei Vibrio 
Finkler und Bac. Friedländer den Wasserwert beibehielt. 

8. Eine konstante Beziehung zwischen Trypaflavinaufnahme und 
Oberflächenspannung der Bakteriensuspensionen war nicht in allen 
Fällen zu erkennen; in drei ging dem Sinken letzterer eine Erhöhung 
der Farbstoffaufnahme parallel, in zwei (Bac. subtilis und Staph. 
albus) blieben sowohl Oberflächenspannung als auch Trypaflavin- 
aufnahme trotz Erhitzung konstant. | 


Literaturangabe. 
l1) Buchner, Zentralbl. f. Bakt. 7, 733, 1890. — 2) Eisenberg, eben- 
daselbst 71, 420. — 3) Seiffert, ebendaselbst 88, 151. — 4) Siehe Ber. 
d. deutsch. chem. Ges. 45, 1787, 1912. — 5) Langer, Zeitschr. f.d. ges. 
exp. Med. 1922, S. 174. — 6) Hahn und Remy, Deutsch. med. Wochen- 
schrift, Jahrg. 48, Nr. 24, S. 793. — 7) Güdemeister, Zentralbl. f. Bakt. 
88, 497. 


Ein Beitrag zur Mikrosublimation des Indigo. 


Von 
Karl Pirschle. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Wiener Universität, Nr. 197 
der zweiten Folge.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1923.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Es liegt in der Natur der Sache, daß man sich wegen der großen 
Bedeutung des Indigo für die Technik vorwiegend makrochemisch damit 
beschäftigt hat, mit der Feststellung seiner Konstitution und den 
sich daraus ergebenden Synthesen. Daß und wie er sublimiert, wird 
nur so mehr nebenbei erwähnt; mit Unrecht, da die Sublimation der 
Mikrochemie schon ausgezeichnete Dienste geleistet hat. 

Eingehend hat sich Molisch, auch mikrochemisch, mit Indigo 
beschäftigt. Nach ihm!) ‚erhält man ein Sublimat, bestehend aus 
braunen Tröpfchen und zahlreichen tiefblauen Kriställchen: Nadeln, 
Prismen, Spindeln, T-förmige Gebilde, Täfelchen mit so stark ein- 
gebuchteten Kanten, daß sie wie Kreuze erscheinen und andere“. 
Ich konnte einen solchen Formenreichtum nicht immer beobachten 
(die braunen Tröpfchen besonders treten nur bei indirubinreichen 
Sorten auf); in der dritten Auflage begnügt sich auch Molisch mit 
dem Hinweis auf die Abbildung: ‚Bei vorsichtigem Erhitzen auf 290 
verflüchtigt sich das Indigblau in purpurfarbigen Dampf, der sich zu 
charakteristischen, in Abb. 80 abgebildeten Kristallen kondensiert‘“. 
Die in dieser Abbildung wiedergegebenen Formen, kleine Rhomben 
und größere, sechsseitige Täfelchen, treten auch immer auf. 

Charakteristisch erscheinen mir insbesondere die sechsseitigen 
Täfelchen (Abb. 1, b). Sie können, besonders bei stärkerem Erhitzen, 
bedeutende Größe annehmen, erscheinen oft in die Länge gestreckt 
und schmal, daß sie das Aussehen von Stäbchen erlangen (a); sind 
diese Stäbchen sehr schmal, so erscheinen sie als Nadeln (c), immer 


1) Mikrochemie der Pflanze, 2. Aufl., S. 241. Fischer, Jena, 
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sind aber diese Nadeln gerade, an den Enden stumpf (da sie eigentlich, 
wenn auch sehr schmale, Prismen darstellen) und unverzweigt. Sie 
bilden keine Nadelbüschel, wohl aber häufig, bei größerer Flamme, 
ein dichtes Geflecht. Was die Rhomben anbelangt, so zeigt sich regel- 
mäßig gleich zu Beginn, also bei niedriger Temperatur, ein zarter 
blaßblauer Anflug undeutlich ausgebildeter Körnchen (vgl. Tabelle), 
in dem dann die charakteristischen Täfelchen, Stäbchen usw. zu sehen 
2 sind. Die Kristalle sind schön blau, die 

BS BI es | e ganz kleinen blaßblau, die dickeren tief- 
CL ri Ze a blau bis schwarz mit scharf konturierten 


= | \ Rändern (d). 
r4 Außerdem beobachtete ich aber bei 


o. 0 Gi $ ? allen Sublimaten das Auftreten von rot- 
AU bis schokoladebraunen Nadeln, die, oft 
Cp d e Zë von bedeutender Größe, einzeln oder in 
Q Q ei Sn Büscheln liegen und oft schlangenförmig 
Ro gekrümmt sind (Abb. 2). Abgesehen von 


Abb. 1. Indigotinkristalle, durch Subli» der Farbe unterscheiden sich diese Nadeln 
mation aus einem Indigoziegel erhalten. 


Vergrößerung etwa 40. von den vorigen dadurch, daß sie immer 
spitz zulaufen, in der Regel gekrümmt sind 

(die langen schlangenförmig gewunden) 

e und häufig Verzweigungen zeigen, als ob 


sie aus mehreren zusammengedreht wären. 
Sie treten schon vor den charakteristischen 
Indigotinkristallen, also bei niederer Tem- 
peratur, auf und erweisen sich als Indi- 

KE rubin. 
y Kä Bevor ich näher darauf cingehe, 
HAN Tt Se möchte ich in einer tabellarischen Über- 
RR sicht die Ergebnisse der Sublimationen, 
die ich an dem reichhaltigen Material des 


Abb.2. Indirubinkristalle, durch Subli» > G 
mation aus einem Indigoziegel erhalten. Instituts durchführen konnte, zusammen- 


Vergrößerung etwa 40 stellen. 

Die Sublimation wurde in der gewöhnlichen Weise!) durchgeführt. 
Zweifellos ist es von Wichtigkeit, die Temperatur dabei zu messen, 
doch erhält man zu ungenaue Werte, wenn man ein Thermometer 
auf den als Rezipienten fungierenden Objektträger oder Deckglas 
aufsetzt, und die Versuche mit dem von Mayrhofer konstruierten 
Apparat?) scheiterten, da dieser Apparat zwar mit Alkaloiden und 


1) Molisch, Mikrochemie, 3. Aufl., S. 29, e, 

2) Mayrhofer, Schmelzpunktbestimmung verbunden mit Mikrosubli- 
mation als Hilfsmittel zur Identifizierung organischer Arzneikörper auf 
mikrochemischem Wege. 


Mikrosublimation des Indigo. 405 

















Tabelle I. 

Untersucht S | Erstes | Zweites Drittes 
l terial l ` Sublimationsprodukt !) BEE 
r aa E ege EE E SE Ter Ee Ee Eeer | Se = m ee en 
l. Ordinärer | a)*) wenige blaue Kri-, A" zahlreiche blaue wie das vorige, teil- 
Guatemala | ställchen, ganz ver- | Kristalle weise ein dichtes Ge- 
“ einzelt rotbraune flecht blauer Nadeln 

" Nadelgruppen ` ` | 


emm er: Se = y 5 
2. Mittlerer ai zahlreiche rote Nä- | A. zahlreiche blaue A. am Rand ein dich- 
Guatemala ` ` delchen und N adel- | Tafeln und dünne tes Geflecht dünner, 
` gruppen, blaue Kri- | Nadeln fastschwarzer Nadeln 
| ställchen | 
3.GeringerJava'a) übersät mit rot- A. einzelne große ein dichtes Geflecht 
braunen Nadeln und blaue Tafeln von tiefblauen, fast 
, Nadelbüscheln, auch‘ schwarz erscheinen- 
blaue Kriställchen | den Nadeln 








i 





4. Feiner Java | a) roteTröpfchen, rot- | A. bedeckt mit braun- ähnlich dem vorigen, 
| braune, schlangen- roten, im durch- | einzelne blaue Tafeln 

, förmig gewundene: fallenden Licht ru- | 

i Nadeln, Nadelbü-| binrot leuchtenden 

| schel usw. Nadeln | 





re rn nn — —— wë a D — 


d j | 
ô. Mittel-Bengall| a) übersät mit blauen ` ähnlich dem vorigen, | A. einzelne, fast 
| . Täfelchen, dazwi- | die rotbraunen Na schwarz erscheinende 
' schen und besonders ` delehen nur mehr Kristalle 
| am Rand rotbraune | 
Nädelchen usw. 








vereinzelt; einzelne | 
gelbe Nadeln | 





e 








6. Guter Bengal! a) viele blaue Stäb- |A. ähnlich dem vori- | A. viele, fast schwarz 
` || chen, Täfelchen usw., gen, aber keine brau. | erscheinende Kri- 
kurze braune Na- | nen Nadeln mehr: stalle, einzelne schön 
deln ganz vereinzelt blaue Tafeln 
am Rande | 


1) Es wurde zunächst vorsichtig mit kleiner Flamme erhitzt, bis sich 
der erste Anflug deutlich zeigte, hierauf der als Rezipient dienende Objekt- 
träger gewechselt und die Sublimation bei größerer Flamme fortgesetzt, 
und schließlich, immer mit derselben Probe, längere Zeit kräftig erhitzt. 
Man muß, um schöne Sublimate zu erhalten, bei Indigo etwas stärker 
erhitzen als sonst üblich. Beginnt man aber gleich mit großer Flamme, 
so erhält man unschöne Präparate: Tröpfchen, große unscharfe Kristalle, 
auf denen andere aufsitzen, usw. So erhielt ich z. B. mit Indirubin (Nr. 25) 
bei derartiger Behandlung nur große rote Tropfen, in denen einzelne dicke 
Nadeln lagen, an die sich winzige Indigotinkriställchen so dicht angesetzt 
hatten, daß schwer zu entscheiden war, ob die Nadeln rot oder blau waren; 
durch Umsublimieren bei kleiner Flamme bekam ich aber auch hier ein 
ganz eindeutiges Bild ähnlich Nr. 25. 

2) Mit a) bezeichne ich der Kürze halber den Anflug blaßblauer Körn- 
chen (vgl. Text), der, was mit A. bezeichnet werden soll, bei stärkerem 
Erhitzen als dichtes, ultramarinblaues Pulver erscheint. 
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anderen Substanzen, die niedrig sublimieren, ausgezeichnete Resultate 
gibt, sich für Indigo aber, der erst bei höherer Temperatur (nach Molisch 
bei 290°) in Dampfform übergeht, nicht genügend anheizen läßt. 

Daß die rotbraunen Nadeln, die, wie man sieht, allgemein auf- 
treten, wirklich Indirubin sind, konnte bewiesen werden: 

l. Unterscheiden sie sich durch Form und Farbe schon wesentlich 
von den Indigotinkristallen und gleichen den für Indirubin charak- 
teristischen!). 

2. Gibt reines Indigblau (durch Makrosublimation erhaltene 
Kristalle, Indigo rein der BAF) keine solche Nadeln (vgl. Tabelle). 

3. Lassen sie sich umsublimieren und in charakteristischen Formen 
umkristallisieren, ohne die Farbe zu ändern. Man kann zum Um- 


Abb. 3. Indigotin, aus heißem Paraffin umkristalliert. 
Vergrößerung etwa 40, bei 46 etwa 380. 


Abb. 4. Indirubin, aus heißem Paraffin umkristallisiert. 
Vergrößerung etwa 40, bei 46 etwa 380. 


kristallisieren heißes Paraffin, Anilin, Phenol usw. verwenden, doch 
erhielt ich mit Paraffin (paraffinum liquidum) die besten Resultate. 
Indigblau gibt dabei durchwegs schön blaue Kristalle, lange dünne 
Nadeln (Abb. 3, a) und kreuzförmige Gebilde, deren Arme blattartig 
verbreitert und gezackt sind (b). Indirubin gibt braune Körnchen 
und Schollen und bei vorsichtigem Erhitzen ganz charakteristische, 
rote bis rotbraune Doppelpinsel und Nadelbüschel (Abb. 4), mit reinem 
Indirubin erhielt ich auch lange, haardünne, vielfach verzweigte Nadeln 
von bäumchenförmigem Aussehen. 


1) Behrens, Mikrochem. Analyse, 1. Heft. 
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4. Sind sie in Alkohol, Essigsäure, Paraffin usw. beim Erwärmen 


Ta leichter löslich, man sieht die aus der dichten Masse von blauen 
P" Körnchen, wenn eine solche vorhanden ist, herausgelösten Nadeln 
^- als Negativ. 


d 


| 
Tar 


ja 


Is, 


5. Gibt reines Indigrot ausschließlich derartige Formen (vgl. Ta- 


` belle). Solches Indigrot stellte ich mir her, indem Indigopulver (von 
- einer Handelsware, mit Vorteil natürlich von einer solchen, die reich 


an Indirubin ist) mit verdünnter (etwa 2 proz.) Essigsäure und dann mit 
gleichfalls verdünnter (etwa 2proz.) Kalilauge ausgekocht wurde. 
Dabei geht der Indigleim und dann das Indigbraun in Lösung, während 
Indigblau und Indigrot nicht angegriffen werden!). 

Mit heißem 96proz. Alkohol, besser mit heißer konzentrierter 
Essigsäure läßt sich aus dem Rückstand das Indirubin ausziehen und 
so vom Indigblau trennen. Das Indigotin ist in Alkohol, wenn auch 
schwer, doch teilweise löslich, und es bleibt durch Kochen mit Alkohol 
zwar reines Indigblau zurück, die Indirubinlösung enthält aber immer 
noch Indigotin. Erwärmt man aber kurze Zeit mit Essigsäure, so 
bleiben beträchtliche Mengen Indigrot ungelöst, die Lösung selbst ist 
aber rein. 

Daß Indirubin allgemein bei der Sublimation von Indigo auftritt, 
darf nicht wundernehmen, da der natürliche Indigo neben Indigblau 
(70 bis 90% bei den besten, in den minderen Sorten bis nur 20%) 
immer Indigrot, Indigbraun, Indigleim, Wasser und Asche enthält 
und auch der künstliche vielfach nicht frei von Indirubin, seiner isomeren 
Form, ist?). 

Ich sublimierte direkt indigoliefernde Pflanzen (vgl. Tabelle) und 
beobachtete dabei nur das Auftreten von Indigotinkriställchen, die 
wegen der geringen Menge ihres Vorkommeng in dem Pflanzenstückchen, 
das sublimiert wurde, zwar klein und nicht so deutlich ausgebildet 
waren wie bei den anderen Proben, aber durchaus blau bis schwarz 
waren und sich spielend in die für Indigblau charakteristischen, schön 
blauen Nadeln usw. umkristallisieren ließen. Von roten Nädelchen usw. 
fehlte sowohl in den Sublimaten als auch nach dem Umkristallisieren 
jede Spur. Es scheint sich also das Indirubin in der Pflanze selbst 
durch einfache Spaltung des Indikans nicht zu bilden, sondern erst ` 
nachträglich bei der Behandlung. Nr. 21 und 22 war Alkoholmaterial 
zur Demonstration des Indikannachweises nach Molisch®), das Chloro- 
phyll war durch Alkohol extrahiert worden, um die Blaufärbung der 
Blätter bzw. Blüten besser hervortreten zu lassen. Pa sich dabei und 


1) Ullmann, Enzyklopädie der techn. Chemie. Urban und Schwarzen- 


berg, Leipzig. 
2) Ullmann, l. c. 
3) Mikrochemie, 2. Aufl., S. 240. 


410 K. Pirschle: Mikrosublimation des Indigo. 


durch das lange Stehen im Alkohol das Indirubin hätte gelöst haben 
können, brachte ich ein frisches Blatt von Phajus grandiflorus auf 
24 Stunden in eine Ammoniakatmosphäre, wodurch das Indikan ge- 
spalten wird, und sublimierte dann; auch hier traten nur Indigotin- 
kriställchen auf (vgl. Nr. 23). 

Auf eine bemerkenswerte Erscheinung möchte ich noch auf- 
merksam machen. Wenn man beim Umkristallisieren ganz vorsichtig 
erhitzt, so bildet sich eine Zone, außerhalb der die Kristalle gelöst 
sind, innerhalb welcher sie intakt bleiben. In dieser Zone aber er- 
scheinen die Kristalle, die blauen sowohl als die roten, farblos bis gelb: 
es hat sich also der Farbstoff herausgelöst und ein derartiges Gerüst 
ist übrig geblieben, das die Form der ursprünglichen Kristalle bis in 
Einzelheiten erhalten zeigt. Um so bemerkenswerter erscheint mir 
diese Tatsache deshalb, weil ich bei der Sublimation hier und da direkt 
ähnliche gelbe Kristalle erhielt (Indigo Höchst, Mittel-Bengal, vgl. Ta- 
belle) und sich beim reinen Indigblau (Indigotinkristalle) nicht der 
ganze Kristall sublimieren ließ, sondern ein gelbbraunes Gerüst, förmlich 
ein häutiges Skelett, zurückblieb. Vielleicht wird durch spätere Unter- 
suchungen diese Sache geklärt. 

Was den künstlichen Indigo anbelangt, so erhielt ich mit Nr. 18 
und 19 (Indigo Höchst und Brillantindigo) keine befriedigenden Re- 
sultate, die Kristalle stimmen weder in Form noch nach dem Um- 
kristallisieren (es bilden sich Nadelbüschel, deren Enden, besonders 
am Rande des Präparats, so vielfach verzweigt sind, daß eisblumen- 
artige Formen entstehen) ganz mit den für Indigotin charakteristischen 
überein. Inwieweit die technische Darstellung daran schuld ist, konnte 
ich nicht feststellen, da mir eine größere Anzahl künstlicher Indigo- 
präparate nicht zur Verfügung stand und auch über die Art ihrer 
Herstellung nichts zu erfahren war. 

Ich wollte mit vorliegender Untersuchung nur feststellen, daß 
sich das Indirubin wie das Indigblau mikrosublimieren und charak- 
teristisch umkristallisieren läßt, daß es regelmäßig bei der Sublimation 
von Indigo (Handelsware) auftritt, anscheinend aber nicht in der 
Pflanze selbst durch einfache Spaltung des Glykosids, und in dieser 
‘ Richtung die diesbezüglichen Untersuchungen ergänzen. 

Herrn Privatdozenten Dr. OG Klein danke ich herzlich für die 
Anteilnahme, die er meiner Arbeit schenkte, und desgleichen habe 
ich Herrn Assistenten Dr. Schmidt für die freundliche Überlassung 
verschiedener Indigopräparate zu danken. 





Zur Frage der Reversibilität der Fibringerinnung. 


Von 
Georg Barkan. 


(Aus der medizinischen Universitätsklinik Würzburg.) 
(Eingegangen am 19. Januar 1923.) 


Beim Studium des Blutgerinnungsproblems ist in neuerer Zeit 
die physikalisch-chemische bzw. kolloidchemische Betrachtungsweise 
mehr und mehr in den Vordergrund getreten. Neben Nolf!) und Isco- 
vesco?) hat in letzter Zeit besonders Hekma?°) eine kolloidehemische 
Theorie des Fibringerinnungsvorgangs aufgestellt. Hekma hat beob- 
achtet, daß sich Fibrin in Alkali und Säure auch bei Zimmertemperatur 
verhältnismäßig leicht löst. Aus derartigen Lösungen erhielt er durch 
Salzwirkung, durch Neutralisation, durch Serumzusatz wieder 
Flockungen und Gerinnsel, die er als echtes Fibrin anzusprechen geneigt 
ist. Ohne auf Einzelheiten der auf ausführlichen Versuchsreihen fußen- 
den Anschauung einzugehen, sei nur folgendes hervorgehoben. Da 
sich natürliche Fibrinogenlösungen Säuren und Alkalien gegenüber ähn- 
lich verhalten wie Alkalifibrin, so sieht Hekma im Fibrinogen eine stark 
gequollene Alkaliadsorptionsverbindung des Fibrin. Die Fibrin- 
gerinnung kommt nach ihm durch die Überführung des Fibrins aus 
diesem „Alkalihydrosol‘‘-Zustand in den Gelzustand durch Wasser- 
entziehung, also Entquellung zustande. Wesentlich ist, daß nach 
dieser Theorie die Fibringerinnung ein reversibler Vorgang sein soll und 
daß es gelingen soll, durch Auflösen von Fibrin in Alkali jenes wieder 
in einen gerinnungsfähigen, den einer Fibrinogenlösung entsprechenden 
Zustand zu bringen. 

Die Frage der Reversibilität gab die Veranlassung zu den folgenden 
Versuchen. Diese wurden in Anlehnung an die ersten Hekmaschen 
Versuche unter übersichtlichen Bedingungen angestellt. 


1) P. Nolf, Arch. internat. de Physiol., Vol. 6, Fasc. 1, 2 u. 3; eben- 
daselbst Vol. 7 u.9. 

2) H. Iscovesco, C. r. Soc. de Biol. 60 u. 61, 1906. 

3) E. Hekma, diese Zeitschr. 62, 68, 64, 65, 78, 74, 77. 
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1. Material und Herstellung der Lösungen. 


Verwendet wurde rohes, im Schlachthaus durch Schlagen von 
Rinderblut gewonnenes Fibrin, sowie solches, das Plasmaserum- 
gerinnungen und Spontangerinnungen von Natriumfluoridplasma ent- 
stammte. Bei der Herstellung des letzteren hielt ich mich an die von 
Hekma!) angegebenen Konzentrationen. In einem bestimmten Quantum 
einer 1,5proz. Natriumfluoridlösung wurde im Schlachthaus die gleiche 
Menge Rinderblut frisch aus der Ader unter Schütteln aufgefangen. 
Die Mischung wurde zentrifugiert und das klare Zentrifugat im Eis- 
schrank über Nacht stehen lassen. Die Beobachtung Hekmas, daß 
derartiges formelementfreies Plasma nach einiger Zeit Spontangerinnung 
zeigt, konnte durchweg bestätigt werden. Nach Entfernung der ent- 
standenen Gerinnsel tritt immer wieder aufs neue ein fädiger Nieder- 
schlag auf, und der Prozeß dieser langsamen Spontangerinnung geht 
bei tagelangem Stehen bis zur völligen Erschöpfung der Gerinnungs- 
fähigkeit weiter. Für die Versuche wurden Gerinnsel verschiedener 
Fraktionen ohne Unterschied im Ergebnis verwendet. Bei allen handelt 
es sich ja zweifellos um echtes, wenn auch mehr oder weniger reines 
Fibrin. Für die Plasmaserumgerinnung wurde entweder ebenfalls 
Natriumfluoridplasma oder Natriumoxalatplasma verwendet. Dieses 
wurde durch Auffangen von Blut in Ze Volumen einer 2proz. Oxalat- 
lösung erhalten, so daß schließlich ein Oxalatgehalt von 2°/,, resultierte. 
Dieses durch Abzentrifugieren von den Blutkörperchen gewonnene 
Plasma zeigte keine Spontangerinnung. Auf die prinzipiellen Unter- 
schiede in der gerinnungshemmenden Wirkung von Fluorid- und Oxalat- 
zusatz und die dafür gegebenen Erklärungsversuche wurde von ver- 
schiedener Seite?) hingewiesen. Durch Zusammengießen von Plasma 
und Serum in verschiedenen Mengenverhältnissen wurden nach ver- 
schieden langer Zeit mehr oder weniger vollständige Gerinnungen er- 
halten. Durch tüchtiges Umschütteln ließen sich gequollene, die ge- 
färbte Blutserumflüssigkeit enthaltende Fibrinflocken gewinnen. Diese 
wurden mit der Hand vorsichtig ausgepreßt und dann ebenso wie die 
Ergebnisse der Spontangerinnungen in oft erneuertem destillierten 
Wasser schneeweiß gewaschen. Das verwendete rohe Fibrin wurde 
lange Zeit in fließendem Wasser und dann ebenfalls in Aqua destillata 
blutfrei und salzarm gewaschen. Als Lösungsmittel für die Versuche 
der ersten Reihe wurde eine n/10 NaOH und eine n/10 HCl verwendet, 
was einer 0,4- bzw. 0,365proz. Lösung entspricht. Mit diesen Kon- 
zentrationen hielt ich mich im Rahmen der auch von Hekma?°) ange- 


1) E Hekma, diese Zeitschr. 68, 184, 1914. 

2) P. Morawitz, Die Blutgerinnung. Methoden ihrer Erforschung in 
‚Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. 

3) E. Hekma, diese Zeitschr. 62, 161, 1914. 
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wendeten Lösungen. Die Fibrinflocken wurden zwischen Filtrierpapier 
möglichst von Oberflächenwasser befreit und in verschiedenen Mengen 
zu einem bestimmten Volumen der Alkali- oder Säurelösung gegeben. 
Immer war jedoch das Lösungsmittel gegenüber dem etwa noch im- 
bibierten Wasser der Flocken derart im Überschuß, daß an der Kon- 
zentration der Lösungen für die vorliegenden Zwecke keine merkliche 
Änderung stattfand. Dies ist für die Anordnung und Beurteilung 
der Versuche beachtenswert. Sämtliche Versuche wurden bei Zimmer- 
temperatur angestellt. 


2. Verhalten der Lösungen von Fibrin in n/10-Alkali und -Säure. 


Die Fibrinflocken fingen in den erwähnten n/10-Lösungen rasch 
zu quellen an. Je nach dem Mengenverhältnis des verwendeten Fibrins 
trat verschieden rasch eine Lösung von mehr oder weniger opaleszentem 
Charakter ein. Die Lösung in der n/10 HCl nahm längere Zeit in An- 
spruch als die in Alkali. Bis zur vollständigen Lösung vergingen aber 
auch bei diesem mehrere Tage. Diese wurde keineswegs immer ab- 
gewartet, sondern von dem ungelösten Rest abfiltriert und das Filtrat, 
das meist auch noch mäßige Opaleszenz zeigte, verwendet. Versetzt 
man eine derartige Alkalifibrinlösung mit dem gleichen Volumen 
n/10 HCl, so bekommt man eine deutliche Trübung oder ausgesprochene 
Flockung; ebenso wenn man Säurefibrinlösung zu gleichen Teilen mit 
n/10 NaOH versetzt. Mit einiger Genauigkeit im Neutralpunkt, soweit 
die Versuchsanordnung diesen zu treffen ermöglicht, setzt die Flockung 
ein. Eine fädige Umbildung dieser Flockung oder gar echte Gerinnsel- 
bildung konnte in keinem einzigen Falle beobachtet werden. Dennoch 
handelt es sich wohl bei den verschiedenen Ausflockungen um die 
gleichen Erscheinungen, die auch Hekma, der nicht mit Normallösungen 
arbeitete, beobachtet hat. Unsere Anordnung hatte den Vorzug, die 
Neutralisierung einigermaßen genau bewerkstelligen zu können. Die 
wünschenswerte Charakterisierung des Flockungsoptimums unter An- 
gabe einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration durch das 
Arbeiten mit abgestuften Puffergemischen war mir aus äußeren Gründen 
vorerst leider nicht möglich. 

Die Deutung dieser Flockung im Neutralpunkt kann doch wohl 
nur die sein, daß wir es bei den Alkali- oder Säurefibrinlösungen mit 
verändertem ‚‚denaturierten‘‘ Eiweiß zu tun haben. Die Erscheinung 
des Flockens im Neutralpunkt ist beinahe als charakteristisch für die 
entstandene Bildung von Alkali- bzw. Azidalbuminaten zu bezeichnen; 
denn sie ist eine längst bekannte, diesen beiden Arten veränderter 
Eiweißstoffe zukommende Reaktion!). Erinnert sei nur beispielsweise 


1) Vgl. z. B. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 9. Aufl. 1922, S. 96. 
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an das sogenannte Neutralisationspräzipitat, das man in Eiweißlösungen, 
die der Magenverdauung unterworfen wurden, erhält und das auf der 
Ausflockung von Azidalbumin beruht. 

Es ist auch das Ergebnis der Flockung ein anderes, ob man von 
Alkali- oder Säurefibrin ausgeht, was in der ‚verschiedenen Empfind- 
lichkeit gegenüber Reaktionsänderungen seinen Ausdruck findet. Wie 
aus folgendem Beispiel als einem aus zahlreichen Versuchen hervor- 
geht, ist der aus Alkalifibrinlösung mittels Neutralisation ausgeflockte 
Niederschlag durch Zusatz von zwei bis drei Tropfen einer n/10 NaOH 
oder n/10 HCl wieder glatt zu lösen. 

Nr. 1. beem einer filtrierten Lösung von Rohfibrin in n/10 NaOH + 5ccm 
n/10 HCI. 
Resultat: Sofort dicke Trübung und Flockung. 
Die trübe, aufgeschüttelte Lösung wird auf zwei Reagenzgläser. 
verteilt. 
I. Hälfte + 3 Tropfen n/10 HCI. 
Resultat: Klärung. 

II. Hälfte + 2 Tropfen n/10 NaOH. 

Resultat: Klärung. Ä | 

Dasselbe Ergebnis hatten Versuche mit höher konzentriertem 
Alkalifibrin, sowie entsprechende Versuche mit Plasmafibrin, deren 
Anführung im einzelnen hier unterbleiben mag. Immer war die Flockung 
gegen Reaktionsänderungen in dem angeführten Maße empfindlich. 
Säurefibrin, das einmal ausgeflockt war, vertrug derartige Reaktions- 
änderungen weit besser und es bedurfte eines größeren Zusatzes von 
n/10 Alkali oder Säure, um die dickgetrübte Lösung wieder zu klären, 
wie folgendes Beispiel im Vergleich zu dem vorigen zeigt. 

Nr. 2. 5ccm einer filtrierten Lösung von Rohfibrin in n/10 HO + 5 ccm 
n/10 NaOH. 
Resultat: Deutliche Flockung. 
Wie vorher verteilt auf zwei Reagenzgläser. 
I. Hälfte + 3 Tropfen n/10 NaOH. 
Resultat: Keine Klärung. 
Tropfenweise weiterer Zusatz; erst beim 7. Tropfen ist die 
Flockung in Lösung gegangen. 
II. Hälfte + 3 Tropfen n/10 HCI. 
Resultat: Keine Klärung. 
Erst beim Zusatz von im ganzen 9 Tropfen ist Lösung eingetreten. 


Ein derartiges Verhalten spricht mit großer Wahrscheinlichkeit 
dafür, daß wir in beiden Fällen zwei ganz verschiedene Dinge vor uns 
haben. Bei der Annahme von geflocktem Fibrin, das lediglich durch 
die Alkali- oder Säurewirkung in den Solzustand übergeführt war, 
während es im Neutralpunkt in den Gelzustand übergeht, wäre ein 
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derartiges Verhalten unverständlich. Hingegen stimmt es überein mit 
allen Erfahrungen an Azid- und Alkalialbuminaten. Die aus ein und 
demselben Eiweißstoff mit Säure oder Alkali erhaltenen Denaturierungs- 
produkte sind durchaus nicht identisch, ihre verschiedenen Eigenschaften 
z. B. auch in der Löslichkeit daher verständlich. Im übrigen ist es 
eine lange bekannte Tatsache, daß bei höherer Temperatur und längerer 
Einwirkung Fibrin sich in Alkalien und Säuren nicht ohne N-Austritt 
in Form von Ammoniak löst. Es scheint auch bei Zimmertemperatur 
eine Denaturierung stattzufinden, wofür die angeführten Beobachtungen 
bei der Flockung sprechen. 


8. Einfluß von Serumzusatz auf die Flockung in den beschriebenen Fibrin- 
lösungen. 


Mit Rücksicht auf den dem Fibrinogen zugesprochenen Charakter 
als Alkalifibrin war es von Interesse, den auch von Hekma untersuchten 
Einfluß von Serum auf die beschriebenen Fibrinlösungen zu studieren. 
Wie Hekma betont, gelingt bei zu alkalischer Reaktion eine Ausfällung 
des gelösten Fibrins durch Serum nicht, wohl aber in schwach alkalischen 
Lösungen. In n/10 Alkali ist Zusatz von Serum wirkungslos, wie folgen- 
der Versuch zeigt. 


Nr. 3. 5 ccm Filtrat V. 8a (Fibrin in n/10 NaOH) + Beem Rinderserum. 
Resultat sofort: Keine Fällung, 
nach 41 Stunden: Keine Fällung. 

Auf Versuche mit verdünnterem Alkali werde ich in einer weiteren 
Versuchsreihe zurückkommen. Hier kam es darauf an, zu untersuchen, 
wie das ausgefällte fragliche Fibrin, durch geringe Reaktionsänderung 
wieder in Lösung gebracht, sich Serum gegenüber verhalten würde. 
Ferner wurde der Einfluß von Serum auf das geflockte ‚Fibrin‘ unter- 
sucht. Es wurde bei allen Versuchen nur solches Serum (von Mensch 
und Rind) verwendet, dessen Wirksamkeit gegenüber fibrinogen- 
haltiger Lösung durch kontrollierende Gerinnungsversuche erwiesen war. 

Über den übereinstimmenden Ausfall der Versuche unterrichtet 
folgende Auswahl. 


Nr. A Beem Filtrat V.2 (Fibrin in n/lO NaOH) + öccem n/10 HCI. 
Resultat: Dicke Trübung und Flockung. 
Nach Umschütteln verteilt auf zwei Reagenzgläser. 
I. Hälfte + 3 Tropfen HCl bis zur Klärung, 
+ 6 Tropfen Serum (Mensch). . 
Resultat: Dicke Trübung und Flockung. 
II. Hälfte + 2 Tropfen n/10 NaOH bis zur Klärung, 


+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Bleibt klar. 
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Nr. 5. Ansatz wie Nr. 4. 


Nr. 


II. 


II. 


kel 


II. 


Resultat: Dicke Trübung. 
Verteilt wie oben auf zwei Reagenzgläser. 


. Hälfte + 2 Tropfen n/10 NaOH: Klärung, 


+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Bleibt klar. 


. Hälfte ohne weiteren Zusatz von Alkali oder Säure + 6 Tropfen 


Serum. 

Resultat: Klärung. 

Beem Filtrat V.4 (Fibrin m n/10 NaOH) + Beem n/10 HCI. 
Resultat: Trübung. 


. Hälfte + 2 Tropfen n/10 HCl: Klärung, 


+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Dicke Trübung. 
Hälfte ohne Alkali oder Säure + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Klärung. 


Ansatz wie Nr. 6. 
Resultat: Trübung und Flockung. 


. Hälfte + 1 Tropfen n/10 NaOH: Klärung, 


+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Bleibt klar. 
Hälfte ohne Alkali oder Säure + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Klärt sich. 
Beem Filtrat V. 8a (Plasmafibrin in n/10 NaOH) + 5 cem n/10 HCI. 
Resultat: Trübung. 


. Hälfte + 3 Tropfen n/10 HCl bis Klärung, 


+ 6 Tropfen Serum (Rind). 
Resultat: Flockiger, dicker Niederschlag. 


. Hälfte + 1 Tropfen n/10 NaOH: Klärung, 


+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Bleibt klar. 


Ansatz wie Nr. 8. 
Resultat: Flockung. 


. Hälfte + lcem Serum. 


Resultat: Klärung. 


. Hälfte + 2 Tropfen n/10 HCl: Klärung, 


+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Flockung. 


. (Kontrollansatz). 5 cem n/10 NaOH + 5cemn/10 HCI. 
. Hälfte + 3 Tropfen n/10 HCI, 


+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Spur Opaleszenz. 
Hälfte ohne Alkali- oder Säurezusatz + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Bleibt klar. 
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Immer zeigte sich also in schwach saurer Lösung die stark 
flockende Wirkung des Serums, während in schwach alkalischer Lösung 
keinerlei Fällung zu verzeichnen war und im Neutralpunkt Serumzusatz 
sogar eine Lösung des Niederschlags bewirkte. Wir überzeugten uns 
durch jedesmalige Kontrolle, daß bei gleicher Reaktion und bei gleichem 
NaCl-Gehalt das verwendete Serum allein keine Flockung ergab. 
Nr. 10 zeigt ein Beispiel eines derartigen Kontrollversuchs. 

Die Versuche wurden auch mit größeren Serumzusätzen mit ähn- 
lichem Resultat angestellt, nur zeigte sich, daß bei schwach saurer 
Reaktion die anfängliche Flockung bei weiterem Serumzusatz sich 
wieder löste und daß sie erst bei Zugabe einiger weiterer Tropfen 
n/10 Säure intensiv einsetzte. Mit Rücksicht auf die Hekmaschen 
Befunde sei erwähnt, daß auch wir gelegentlich, jedoch durchaus nicht 
regelmäßig, Umwandlung in fädige gerinnselartige Gebilde beobachteten, 
und zwar bei längerem, meist mehrtägigem Stehenlassen der durch 
Serum im schwach Sauren erzielten Flockungen. Diese Beobachtung 
konnte uns jedoch durchaus nicht dazu führen, das Ergebnis der 
Flockung nun als Fibrin anzusprechen. Eine Besprechung der beob- 
achteten Tatsachen soll erst nach Beschreibung der Befunde an Säure- 
fibrinlösungen erfolgen. 

Die Ansätze waren bei diesen ganz entsprechend den früheren. 
Das Resultat war ein ähnliches, folgende Beispiele mögen genügen. 
Nr. 11. Beem Filtrat V. 1 (Fibrin in n/10 HCl) + 5 cem n/10 NaOH. 

Resultat: Flockung. 
I. Hälfte + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Ohne Einfluß auf bestehende Flockung. 

II. Hälfte + 7 Tropfen n/10 NaOH bis Klärung, 

+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Bleibt klar. 
Nr. 12. Ansatz wie Nr. 11. 
Resultat: Deutliche Flockung. 
I. Hälfte + 9 Tropfen n/10 HCl bis zur Klärung, 
+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Dicke Flockung. 

U, Hälfte + 6 Tropfen Serum. 

Resultat: Ohne Einfluß auf bestehende Flockung. 


Es zeigt sich also auch bei diesen Versuchen die flockende Wirkung 
von Serumzusatz im Sauren, ihr Fehlen im Alkalischen. Dagegen unter- 
scheidet sich die Flockung des Säurefibrins dadurch von der des Alkali- 
fibrins, daß Serum im Neutralpunkt keine lösende Wirkung zeigt. 
Auf den Unterschied in der Empfindlichkeit gegen Reaktionsänderung 
wurde bereits hingewiesen und darin auch ein Beweis dafür erblickt, 
daß es sich bei den beiden Flockungserzeugnissen um zweierlei ver- 
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schiedene Substanzen handelt. Offenbar ist die lösende Wirkung von 
Serum auf Alkalifibrin im Neutralpunkt und ihr Ausbleiben beim 
Säurefibrin auch nur ein Ausdruck für diese verschiedene Haltbarkeit 
der Flockung bzw. für die verschiedene Breite des Flockungsoptimums. 

Überblickt man die angeführten Erscheinungen, so sieht man, 
daß sie schwer vereinbar sind mit der Vorstellung Hekmas. Nach 
dieser hätte man es im Neutralpunkt mit ausgeflocktem Fibrin zu tun. 
Die Lösung desselben zum Sol durch geringfügigen Alkalizusatz müßte 
es in den Zustand versetzen, der nach Hekmas Theorie der natürliche 
Lösungszustand des Fibrins, also gleich Fibrinogen ist. Hier müßte 
sich der fällende Einfluß des Serums bemerkbar machen; aber wie die 
Versuche zeigen, fehlt er gerade hier, und nur auf der sauren Seite 
vom Flockungsoptimum tritt seine Wirkung zutage. 

Offenbar handelt es sich eben bei den beschriebenen Erscheinungen 
gar nicht um einen Vorgang, der mit der Fibringerinnung etwas zu 
tun hat. Was wir sehen, ist lediglich die gegenseitige Fällung zweier 
Kolloide unter bestimmten Bedingungen, im vorliegenden Falle in 
schwach saurer Lösung. Es handelt sich hier um eine ganz allgemeine 
Erscheinung, wie wir sie beispielsweise an der gegenseitigen Flockung 
von Chondroitinschwefelsäure und anderer kolloider Stoffe im Harn mit 
Serumalbumin bei schwach saurer Reaktion sehen, eine Tatsache, die ja 
beim Studium des sogenannten Essigsäurekörpers eine große Rolle spielt. 

Löst man etwa gekochtes Hühnereiweiß in n/10 NaOH, so bekommt 
man ganz analoge Ergebnisse mit Serum, wie folgendes Beispiel lehrt. 

2,75 g gekochtes Eiereiweiß werden mit 100 ccm n/10 NaOH bei 
Zimmertemperatur angesetzt. Es tritt ziemlich rasch Quellung ein. 
Nach 24 Stunden ist der größte Teil in Lösung gegangen. Vom un- 
gelösten wird abfiltriert; man erhält eine gelbliche, stark opaleszierende 
Flüssigkeit, die zu folgenden Versuchen benutzt wird. 

Nr. 13. Beem Filtrat V. 7 (Eiereiweiß in n/10 NaOH) + 5 ccm n/10 HCI. 
Resultat: Trübung. 
I. Hälfte + 5 Tropfen n/10 HCl: Trübung löst sich zur schwachen 
Opaleszenz. + 6 Tropfen Serum (Mensch). 
Resultat: Dicke Flockung. 
II. Hälfte + 3 Tropfen n/10 NaOH: Trübung löst sich zur schwachen 
Opaleszenz. + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Keine Flockung. 
Nr. 14. Ansatz wie Nr. 10. 
Resultat: Trübung. 
I. Hälfte + 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Aufhellung der Trübung. 
II. Hälfte + 3 Tropfen n/10 KC! bis zur Se 
+ 6 Tropfen Serum. 
Resultat: Dicke Flockung. 
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Man erkennt an diesem Beispiel das den Fibrinlösungen ganz 
analoge Verhalten: Flockung im Sauren, Fehlen derselben im Alkalischen 
und Aufhellung im Neutralpunkt. Von Versuchen mit in Säure ge- 
löstem Eiweiß wurde abgesehen, da dieses sich bei Zimmertemperatur 
in n/10 NO auch nach längerem Stehen kaum merklich löst. 

Aus den angeführten Tatsachen scheint uns mit Sicherheit hervor- 
zugehen, daß wir es in den Lösungen mit Fibrin in n/10-Alkali und -Säure 
bei Zimmertemperatur mit Denaturierungsprodukten zu tun haben, 
und daß die beobachteten Flockungen bei Neutralisation und unter 
Serumeinfluß nichts dem Gerinnungsvorgang als solchem Vergleich- 
bares ist. 


4. Das Verhalten der Lösungen von Fibrin in verdünnterem Alkali. 


In weiteren Versuchsreihen gingen wir daran, das Verhalten von 
Fibrin in verdünnteren Alkalilösungen zu verfolgen. Durch 20fache 
Verdünnung einer n/10 NaOH wurde eine Lösung von etwa 0,02% 
Gehalt an NaOH hergestellt. Eine derartige Lösung hält sich im 
Rahmen der auch von Hekma für seine Versuche in verdünnterem 
Alkali angewandten Konzentrationen. Ich beschränke mich, um 
einheitliche Verhältnisse zu schaffen, auf diese eine Verdünnung. In 
derartig verdünntem Alkali löst sich fertig gebildetes Fibrin, also 
durch Schlagen von Blut gewonnenes und gewaschenes Fibrin auch 
nach tagelangem Stehen bei Zimmertemperatur nur sehr unvollkommen. 
Ebensowenig gelang es, Fibrin, das der Spontangerinnung von zusatz- 
freiem Plasma entstammte (gewonnen durch Zentrifugieren von Blut, 
das direkt aus der menschlichen Vene in paraffinierten Gläschen auf- 
gefangen wurde), einigermaßen rasch in 0,02proz. NaOH zur Lösung 
zu bringen. Gerade das zuletzt genannte zusatzfreie und daher am 
wenigsten veränderte Fibrin hätte in seinem Verhalten in Lösung 
interessiert. Fast hat es den Anschein, daß gerade die vorherige Ein- 
wirkung von Salzen, wie sie zur Gewinnung von Plasma meist ange- 
wandt werden, eine Voraussetzung für die glatte Lösung daraus ge- 
wonnenen Fibrins in verdünntem Alkali ist. Ein derartiges Verhalten 
wäre vom kolloidchemischen Standpunkt durchaus denkbar, ` jedoch 
‚fehlen mir speziell darauf gerichtete Versuche, die ich bei geeigneter 
Gelegenheit nachzuholen gedenke. 

Es kamen daher schließlich für die Lösung in verdünntem Alkali 
die eingangs bereits erwähnten Fibringerinnsel zur Verwendung, die 
Spontangerinnungen von Fluoridplasma oder unter Serumwirkung in 
Fluorid- oder Oxalatplasma eingetretenen Gerinnungen entstammten. 
Nach gründlichem Waschen lösten sich solche Fibrinflocken in 0,02 proz. 
NaOH bei Zimmertemperatur nach anfänglicher Quellung meist rasch, 
längstens innerhalb 24 Stunden, oft schon in wenigen Stunden, ja 
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sogar gelegentlich in weniger als einer Stunde. Ich kann noch nicht 

sagen, worauf die Unterschiede in der Quellbarkeit und ‚‚Löslichkeit‘“ 

beruhen. Das etwa verschiedene Alter der Fibrinflocken ist dafür 
nicht maßgebend, wovon ich mich wiederholt überzeugen konnte. 

Möglich ist, daß die Dauer des vorangegangenen Waschprozesses den 

Vorgang beeinflußt, was mit der oben angeschnittenen Frage des 

Salzeinflusses in Zusammenhang zu bringen wäre. 

Die Lösungen wurden vor der weiteren Verwendung sämtlich 
filtriert, wobei sich in der Mehrzahl der Fälle ganz wasserklare Filtrate 
ergaben, gelegentlich jedoch auch solche von mehr oder minder starker 
Opaleszenz. Neutralisationsversuche ähnlich denen der ersten Reihe 
mit n/lO Alkali führten bei diesen Lösungen nicht zum Ziel. So gelang 
es beispielsweise nicht, durch Versetzen einer derartigen Lösung mit 
l Volumen n/10 HCl eine Flockung zu erzielen. 

Nr. 15. 16,5ccm Filtrat V. 12 (Plasmaserumfibrin in 0,2 proz. NaOH). 
+ 0,83 cem n/10 HCl (Reaktion gegen Lackmus neutral). 
Resultat: Keinerlei Flockung oder Trübung. 

Die früher angewandte Methodik versagte hier; ob das daran lag, 
daß wegen der geringfügigen Alkalikonzentration eine einigermaßen 
genaue Neutralisation auf die angegebene Art nicht möglich war, oder 
ob in so verdünntem Alkali bei Zimmertemperatur eine Denaturierung, 
die in einer Neutralisationsflockung sich ausdrückt, nicht stattfindet, 
lasse ich zunächst dahingestellt. Das andersartige Verhalten der- 
artiger Lösungen beispielsweise gegenüber Serum scheint für das grund- 
sätzlich Verschiedene beim Lösungsvorgang in 0,02proz. NaOH zu 
sprechen. 


5. Die Einwirkung von Serum. 


Von der grundsätzlichen Frage der Reversibilität der Fibrin- 
gerinnung ausgehend, interessierte in erster Linie das Verhalten des 
in derart verdünntem Alkali zur Lösung gebrachten Fibrins gegenüber 
trombinhaltiger Flüssigkeit, also beispielsweise Serum. In der Tat 
gelang es meist, durch Serumzusatz in verschiedenen Mengenverhält- 
nissen zu der Alkalifibrinlösung Gerinnung bzw. Gerinnselbildung 
hervorzurufen. Wie bereits Hekma beschreibt, bekommt man entweder 
fädige Gerinnsel, die beim Schütteln in Knäuelform an die Oberfläche 
steigen, oder es bildet sich ein feines Häutchen an der Oberfläche der 
Flüssigkeit. Die ersten Gerinnsel kann man oft schon nach kurzer 
Zeit beobachten, nach längerem Stehen erfolgt eine Zunahme. Mit- 
unter bekommt man komplette Gerinnung derart, daß die ganze Flüssig- 
keit gelatinös erstarrt. Bei starkem Schütteln zerfällt dann die Masse 
in Flocken von mehr oder weniger ausgesprochen fädigem Charakter. 
Ich konnte mich nicht davon überzeugen, daß dieses geschilderte ver- 
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schiedene Verhalten bei der Gerinnung, das doch lediglich einen 
graduellen Unterschied anzuzeigen scheint, nur von der verschiedenen 
Konzentration der Alkalifibrinlösung und der verschiedenen Menge an 
zugesetztem Serum abhängt. Denn auch bei völlig gleichmäßigem 
Vorgehen bezüglich der Fibrinmenge und des zur Lösung angesetzten 
Alkalis sowie des zugefügten Serums bekam ich gelegentlich verschiedene 
Resultate. Das damit parallel gehende differierende Verhalten in 
anderer Beziehung wird später noch zu erwähnen sein. Offenbar spielen 
noch nicht übersehbare Einflüsse bei den kolloidalen Zustandsände- 
rungen, mit denen wir es hier zu tun haben, eine komplizierende Rolle. 
Nr. 16. 3ccm Filtrat V. 12 (Fibrin in 0,02 proz. NaOH) + 1 ccm 
frischen Serums. 


Resultat sofort: Geringe Opaleszenz, 
über Nacht: Fädig-flockiger Niederschlag. 


Nr. 17. 10 cem Filtrat V. 12 + 3,5 ccm Serum. 


nee sofort: Opaleszente Trübung, 
über Nacht: Feines Häutchen. 


Nr. 18. 15 cem Filtrat V. 16 (Spontangerinnsel von Fluorid-Plasma in 
0,02 proz. NaO H) + 5 ccm Serum. 
Resultat über Nacht: Feine Flockenbildung. Beim Schütteln zeigt 
sich ein feines an die Oberfläche steigendes Häutchen. 


Nr. 19. I. 15ccm Filtrat V. 13 (Fibrin von Plasma - Serumgerinnung in 
0,02 proz. NaOH) + 5ccm Serum. 
Resultat sofort: Fädige knäuelförmige Flockung, die im Laufe 
von Minuten stark zunimmt, 
über Nacht: Dicker Fadenknäuel. 


II. 15 ccm Filtrat V. 13 + Leem Serum. 
Resultat sofort: Geringe Opaleszenz, 
über Nacht: Zu gelatinösen Gallerte erstarrt; fällt beim 
Schütteln in gelatinöse Gerinnsel auseinander. 

Man erkennt aus der Zahl der angeführten Beispiele das verschiedene 
Verhalten bei Serumzusatz. 

Unter der Annahme einer mit der bei der natürlichen Fibrin- 
gerinnung identischen Einwirkung des Serums müßte man erwarten, 
daß inaktiviertes Serum, das ja bekanntlich seine Trombineigenschaften 
verliert, auch gegenüber jenen Alkalifibrinlösungen nicht mehr ge- 
finnungserzeugend wirkt. Dieses war aber nun durchaus nicht regel- 
mäßig der Fall. Zwar zeigte sich in Lösungen, die durch das betreffende 
Serum nur zur teilweisen Gerinnung (Häutchen- und Knäuelbildung) 
gebracht wurden, daß einstündiges Erhitzen des Serums auf 58 bis 60° 
dieses unwirksam werden ließ; jedoch wurde wiederholt beobachtet, 
daß auch derart vorbehandeltes Serum seine Wirksamkeit behielt, 
und zwar meist dann, wenn mit dem nicht erhitzten Serum vorher 
eine starke Flockung oder gelatinöse Erstarrung erzielt wurde. Die 
folgenden beiden Versuche sind Beispiele für das jeweilige Verhalten. 
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Nr. 20. I. 3cem Filtrat V. 17 (Spontangerinnsel von Fluoridplasma in 
0,02 proz. NaOH) + Leem Serum nicht erhitzt. 
Resultat sofort: Teilweise Flockung, | 
über Nacht: Häutchenbildung, 
nach 48 Stunden: Weitere Zunahme der Flockung. 
II. 3 cem Filtrat V. 17 + l cem Serum 1 Stunde auf 58° erhitzt. 
Resultat sofort: Keinerlei Flockung, 
über Nacht: Spur Flockung, 
nach 48 Stunden: Ganz geringe Flockung. 
Nr. 21. I. 1,5ccm Filtrat II, S. 7/2 (Gerinnsel von Plasmaserumgerinnung 
in 0,02 proz. NaOH) + 0,5 ccm Serum nicht erhitzt. 
Resultat: nach einigen Stunden: Gerinnung, gelatinöse Er- 
starrung des ganzen Röhrcheninhalts. 


II. 1,5 ccm Filtrat II, S. 7/2 + 0,5 ccm Serum 1 Stunde auf 59° 
erhitzt. 


Resultat: Gerinnung wie beim nicht erhitzten Serum. 


Das geschilderte Verhalten legt den Gedanken nahe, daß die 
Serumeinwirkung den gesagten Lösungen gegenüber gar keine Trombin- 
wirkung sei, sondern eher vielleicht eine Eiweiß- oder Salzwirkung 
darstelle. 


6. Einwirkung von Trombinlösungen. 


Es wurden zunächst Versuche mit eiweißarmen, nach A. Schmidt 
hergestellten Trombinlösungen angestellt. Sind die Lösungen von 
Fibrin in Alkali (0,02proz. NaOH) fibrinogenhaltigen Flüssigkeiten 
gleichzusetzen, so muß auf letztere wirksames Fibrin auch in jenen 
Gerinnung hervorrufen. In der Tat ist dies nicht der Fall, wie folgende 
Zusammenstellung nebst entsprechenden Kontrollen aus einer Reihe 
gleichartiger Versuche zeigt.') 

Nr. 22. 3ccm Filtrat V. 17 (Fluoridplasmafibrin in 0,02 proz. NaOH) 
+ Leem Trombinlösung. 
Resultat: Keinerlei Trübung, Flockung oder Gerinnselbildung. 
3ccm Filtrat V. 17 + 1l ccm Serum. 
Resultat: Ziemlich reichlich zum Teil fädige Flockung. 
3 cem Rinderplasma + 1l ccm Serum. 
Resultate: Gelatinöse Erstarrung. 
3ccm Plasma + Leem Trombinlösung. 
Resultat: In toto stark getrübt, dickflüssig, beim Schütteln fädig- 
flockige, dicke Gerinnsel an die Oberfläche steigend. 

Auch nach 24 Stunden zeigt sich keinerlei Wirkung des Trombins 

auf die Alkalifibrinlösung. 


1) Die Unwirksamkeit von Trombin gegenüber in Alkali gelöstem 
Fibrin geht auch aus Versuchen von Herzfeld und Klinger hervor. Diese 
Zeitschr. 88, 228, 1917. 
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Um einigermaßen quantitativ übersichtliche Verhältnisse zu 
schaffen, wurde in weiteren Versuchen folgendermaßen vorgegangen. Das 
bei der Gerinnung erhaltene und gewaschene Fibrin wurde in annähernd 
dem gleichen Volumen Alkali zur Lösung gebracht, wie dasjenige des 
Plasmas betrug, dem es entstammte. Beispielsweise also so: 50 ccm 
0,2proz. Natriumoxalatplasmas wurden durch Zusatz von 10ccm 
Rinderserum zur Gerinnung gebracht. Die erhaltenen Gerinnsel, wie 
beschrieben, vorsichtig zerquetscht und gewaschen und möglichst 
quantitativ in 40 ccm 0,02proz. NaOH übertragen. Unter der An- 
nahme von etwa 20 % Verlust bei dieser Maßnahme mußte die schließlich 
nach erfolgter vollständiger Lösung resultierende Flüssigkeit die gleiche 
Konzentration an gerinnungsfähiger Substanz haben wie das Plasma, 
dem sie entstammte. Sicher waren die Verluste geringer, also die 
Konzentration eher größer. Auch mit derartigen Lösungen wurden 
die Trombinversuche mit dem gleichen negativen Ergebnis wiederholt. 

War auf diese Weise dem Einwand begegnet, daß die Konzen- 
tration keine hinreichende war, um durch die eiweißarmen Trombin- 
lösungen Gerinnselbildung zu erhalten, so blieb noch der Nachweis 
notwendig, daß nicht etwa der Alkaligehalt für die Wirksamkeit des 
Trombins ein zu hoher war. 

Aus etwa 0,2proz. Oxalatpferdeplasma wurde in der üblichen 
Weise nach Hammarsten in der Modifikation von Nolf!) durch NaCl 
bis zur Halbsättigung (spez. Gew. 1,110) das Fibrinogen ausgeflockt. 
Nach erfolgter Reinigung durch wiederholtes Wiederauflösen in Wasser 
und Ausflocken durch NaCl wurden die schließlich erhaltenen Fibri- 
nogenflocken in einer 1% an NaCl enthaltenden 0,02proz. NaOH 
zur Lösung gebracht. Diese Fibrinogenlösung, die also genau der 
Alkaleszenz der früheren Fibrinlösungen entsprach, wurde zu folgendem 
Ansatz verwendet. 

Nr. 23. 1,5ccm Fibrinogenlösung mit 0,02% NaOH + 0,5 ccm Trombin- 
lösung. 
Resultat: Totale gelatinöse Erstarrung. 

Der Versuch beweist, daß auch bei der Alkalinität einer 0,02 proz. 
Na O H-Lösung Trombin an sich wirksam sein kann, daß also in obigen 
Versuchen nicht der Alkaleszenzgrad für das Ausbleiben der ne 
bei Trombinzusatz verantwortlich zu machen ist. 


7. Der Salzeinfluß auf die Gerinnung der Alkalifibrinlösungen. 

Es wurde bereits der Vermutung Ausdruck gegeben, daß die Ge- 
rinnung der Alkalifibrinlösung unter Serumeinfluß vielleicht auf der 
Salzwirkung des Serums beruhen könnte. Hekma hat ja bereits die 


1) Nolf, Arch. internat. de Physiol. 6. H., 1. S., A. 3, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 28 
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Gerinnung seiner ‚Fibrinalkalihydrosole‘‘ unter Salzeinwirkung studiert 
und zum Teil darauf seine Theorie von der reversiblen Zustandsänderung 
des Kolloids Fibrin aufgebaut. Er fand!), daß ‚‚reversible Gelbildung‘“ 
unter folgenden Einflüssen und Umständen hervorgerufen werden 
konnte: 


„Von ...sauren Salzen des K, Na und Ca um den neutralen 
Punkt herum ...; 

von CaCl,-Lösungen unter gewissen Umständen ; 

von gesättigten Neutralsalzlösungen, wie NaCl, NaF; 

...; bei Erwärmung auf 56°, falls die Lösungen mit 8proz. NaCl- 
oder 2proz. NaF-Lösung zu gleichen Teilen versetzt worden 
sind ...“ 


Es wäre zweifellos von Interesse, den Salzeinfluß auf das in Alkali 
zur Lösung gebrachte Fibrin systematischer zu studieren, als es bisher 
der Fall war. Zunächst soll jedoch in dieser Mitteilung über Befunde 
berichtet werden, die für die Beantwortung unserer Frage uns recht 
bedeutungsvoll erscheinen. 

Es wurde nämlich die Beobachtung gemacht, daß gelegentlich 
Salze in viel niedrigerer Konzentration als der von Hekma angegebenen 
Gerinnung hervorrufen konnten, und zwar komplette gelatinöse Er- 
starrung. Bei dem Versuche, eine derartige Lösung gewissermaßen 
zu einer „physiologischen“ Fibrinogenlösung zu stempeln durch Zusatz 
von NaCl bis zu einer Konzentration von 1 %, zeigte sich der gerinnungs- 
erzeugende Einfluß des Salzes sehr deutlich. 

Es wurden, wie früher beschrieben, die Gerinnsel, die einer Oxalat- 
plasma-Serumgerinnung entstammten, in einem solchen Volumen 
0,02proz. NaOH zur Lösung gebracht, daß die Konzentration an 
gerinnungsfähiger Substanz annähernd die gleiche war wie im Plasma. 
Zu 10 ccm des völlig klaren Filtrats wurden etwa 0,1 g NaCl gegeben 
und zur Lösung gebracht, so daß eine etwa Iproz. NaCl-Lösung ent- 
stand. Am nächsten Tage zeigt sich die Lösung auffallend zäh und 
dickflüssig und enthält ein feines Gerinnsel, nach weiteren 2 Tagen 
ist sie in toto gelatinös und trübe durchscheinend erstarrt. Zur gleichen 
Zeit ist die nicht mit NaCl versetzte Portion der gleichen Alkalifibrin- 
lösung noch vollkommen klar und unverändert. Es war also unter 
der Einwirkung des NaCl eine langsam fortschreitende Gerinnung 
erfolgt. 

Die folgende Tabelle ermöglicht eine Übersicht über den quanti- 
tativen Gerinnungseinfluß verschiedenen NaCl-Gehalts bei Zimmer- 
temperatur. Es wurden je 1,5 ccm eines völlig klaren Filtrats von Fibrin 
in 0,02proz. NaOH in acht schmalen Reagenzgläschen mit 0,85proz. 


1) E. Hekma, diese Zeitschr. 68, 219, 1914. 
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einem NaCl-Gehalt von 0,06%, derjenige des Röhrchens 8 einem 
solchen von annähernd 0,45%. Man sieht aus der Tabelle jedenfalls 
sehr deutlich den zeitlichen Einfluß, den der verschiedene Na Cl-Gehalt 
auf den Ablauf der Gerinnung hatte. Die salzfreie Stammlösung von 
Alkalifibrin, die zu obigen Ansätzen benutzt wurde, hielt sich während 
viertägiger Beobachtung bei Zimmertemperatur, bis sie aufgebraucht 
war, vollkommen klar und dünnflüssig. 

 Betont sei aber ausdrücklich, daß eine derart hohe Salzempfind- 
lichkeit nicht regelmäßig gefunden wurde, und daß auch hier, ähnlich 
wie bei der Serumeinwirkung, sich zeigte, daß anscheinend völlig 
gleichmäßiges Vorgehen bezüglich der Konzentration und der übrigen 
übersehbaren Bedingungen zu verschiedenen Ergebnissen an Alkali- 
fibrin und zu Lösungen mit voneinander abweichenden Eigenschaften 
führte. Nach den bisherigen Versuchen hat es fast den Anschein, daß 
komplette Gerinnung (also nicht nur fädige Flockung) bei Serumzugabe, 
Wirksamkeit auch des erhitzten Serums und hohe Salzempfindlichkeit 
miteinander Hand in Hand zu gehen pflegen, mit anderen Worten, 
daß die letzte Eigenschaft Voraussetzung für die beiden anderen ist. 

Erwähnen möchte ich noch mit Rücksicht auf die kürzlich er- 
schienene Mitteilung von Stuber!), daß in derart salzempfindlichen 
Lösungen auch Zusatz von Natriumoxalat Gerinnung hervorruft. Da 
mir die angekündigte Originalarbeit von Stuber und Sano noch nicht 
zur Verfügung steht, kann ich nicht sagen, wie dieser Befund sich 
mit Stubers Theorie der Oxalatwirkung und wieweit nach dieser Theorie 
mit der: Hekmaschen Anschauung verträgt. 


8. Besprechung der Ergebnisse. 


Überblickt man die angeführten Tatsachen, so müssen unserer 
Meinung nach erhebliche Zweifel an dem Fibrinogencharakter der 
von Hekma angegebenen und von ihm ‚Fibrinalkalihydrosol‘‘ genannten 
Lösungen aufkommen und damit an der Reversibilität der Fibrin- 
gerinnung. Sind die wiederholt erwähnten Lösungen wirklich mit 
natürlichen fibrinogenhaltigen Flüssigkeiten oder mit Hammarstenschem 
Fibrinogen zu identifizieren oder mit ihnen grundsätzlich auf eine 
Stufe zu stellen, so müssen auch alle jene Einflüsse, und nur jene, 
die Fibrinogen zur Gerinnung bringen, auch auf die Hekmaschen 
Lösungen wirksam sein. Es konnte jedoch gezeigt werden, daß eiweiß- 
armes, nach A. Schmidt hergestelltes Trombin keine Gerinnung hervor- 
ruft, was gegen den Fibrinogencharakter spricht. 

Ferner konnte gezeigt werden, daß auch erhitztes Serum seine 
Wirksamkeit auf jene Lösungen nicht immer verliert, und schließlich 


1) B. Stuber, Klin. Wochenschr. 1. Jahrg. 1922, H. 49 u. 50. 
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wurde beobachtet, daß sich manche der Alkalifibrinlösungen durch 
eine sehr hohe Salzempfindlichkeit auszeichnen, indem selbst schon 
ein NaCl-Gehalt von 0,06%, und erst recht ein solcher von etwa 1%, 
Gerinnung hervorruft. Auch dieses Verhalten spricht sehr gegen die 
Annahme einer Identität von Alkalifibrin und Fibrinogen. Die Lösungen 
des letzteren sind ja in natürlichem Zustande salzhaltig, Fibrinogen 
wird ja lege artis mit einem Gehalt von 1%, an NaCl hergestellt und 
zeigt erfahrungsgemäß bei richtigem Vorgehen keinerlei Spontan- 
gerinnung. Erst bei viel höherer Konzentration tritt Ausflockung 
des Fibrins ein, worauf ja die Methode seiner Darstellung beruht. 
Lediglich aus dem äußerlich ähnlichen oder übereinstimmenden, 
grob morphologischen Aussehen (wozu auch der mikroskopische Befund 
der Fädchennetzstruktur gehört) auf die Identität der erhaltenen 
Gerinnsel mit Fibrin zu schließen, halten wir für nicht angängig. 
Ebensowenig scheint es uns grundsätzlich richtig, das färberische 
Verhalten der betreffenden Gerinnsel als Beweis dafür anzuführen, 
daß wir es mit echtem Fibrin zu tun haben, wie das von Hekma ge- 
schieht. Die Weigertsche Fibrinfärbung ist, wie alle Gewebsfärbungen, 
das Ergebnis eines sehr komplexen Vorgangs und der Ausdruck physi- 
kalisch-chemischer und kolloidchemischer Geschehnisse. Nur innerhalb 
der übrigen tierischen Gewebe kann die Färbung nach Weigert An- 
spruch darauf erheben, für Fibrin charakteristisch zu sein, nicht aber 
außerhalb des Organismus bei Produkten von Reagenzglasversuchen. 


Zusammenfassung. 


l. An Hand von Flockungsversuchen wird der Nachweis geführt, 
daß sich Fibrin in n/10 NaOH und n/lO HCl bei Zimmertemperatur 
nicht ohne Denaturierung löst. 

2. In verdünnterem Alkali (0,02proz. NaOH) kann Fibrin an- 
scheinend weniger verändert zur Lösung gebracht werden. 

3. Die Unwirksamkeit von eiweißarmem Trombin solchen Lösungen 
gegenüber und ihre beobachtete hohe Salzempfindlichkeit unter- 
scheidet sie grundsätzlich von fibrinogenhaltigen Flüssigkeiten. 

4. Die morphologische und färberische Ähnlichkeit der durch 
Serumeinfluß erhaltenen Gerinnsel mit Fibrin kann nicht als für die 
Identität beweisend angesprochen werden. 

5. Der Nachweis der Reversibilität der Fibringerinnung ist daher 
nicht erbracht. 


Über Zuckerschwefelsäuren. 


VI. Mitteilung!). 
Acetonverbindungen von Glucoseschwefelsäuren. 


Von 
Heinz Oble. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für experimentelle Therapie, 
Chemische Abteilung, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1923). 


Die Acetonverbindungen der Zucker sind seit langem zu Syn- 
thesen und Konstitutionsermittlungen von teilweise acylierten Zuckem 
empfohlen worden. Es war daher geboten, sie zur Konstitutions- 
aufklärung der Zuckerschwefelsäuren heranzuziehen. Bei der Ver- 
wendung dieser Substanzen muß man indessen Unsicherheiten in den 
Kauf nehmen, die erstens in unserer noch mangelhaften Kenntnis 
der Konstitution der Diacetonglucose liegen, zweitens darin bestehen. 
daß bei so wandlungsfähigen Stoffen, wie sie die Zucker sind, sehr leicht 
intramolekulare Umlagerungen stattfinden, die einerseits in einer Ver- 
schiebung der Sauerstoffbrücke, andererseits in einer Wanderung der 
Substituenten begründet sein können. 

Für die Konstitution der Diacetonglucose hat Karrer?) die Formel | 
vorgeschlagen, die auch durch Versuche von Levene?) gestützt wird. 
Diese Formel lege ich den folgenden Betrachtungen zugrunde. 

Durch Einwirkung von Chlorsulfonsäure auf Diacetonglucose in 
Pyridin erhält man demnach die 1, 2, 5, 6-Diaceton-glucose-3-schwefel- 
säure, deren Bariumsalz in amorphem Zustand auf einem anderen Wege 
. von Levene*) und Mitarbeitern, nämlich durch Einwirkung von SOLL, 
auf Diacetonglucose, dargestellt worden ist. Nach dem von mir ange- 
wendeten Verfahren kann man die Säure in Form ihres sehr schön 
kristallisierenden Pyridinsalzes direkt aus dem Reaktionsgemisch ab- 
scheiden. Sie liefert ein gut kristallisiertes Natrium- und Brucinsalz. 


1) Vgl. TV. Mitteil. H. Ohle, diese Zeitschr. 181, 601, 1922; V. Mittel. 
T. Soda, ebendaselbst 185, 621, 1923. 

2) P. Karrer und O. Hurwitz, Helv. Chim. Acta, 4, 728, 1921. 

3) P. A. Levene und G. M. Meyer, Journ. Biol. Chem. 54, 805, 1922. 

4) Dieselben, ebendaselbst 58, 437, 1922. 
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Die Abspaltung des einen Acetonrestes in Stellung 5, 6 verläuft mit 
großer Leichtigkeit. Bereits beim Umkristallisieren des Pyridinsalzes 
aus Alkohol wird der größte Teil des Acetons abgelöst. Das dabei 
entstehende Pyridinsalz der 1, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsäure (II) 
ist aber gleichfalls sehr unbeständig und zerfällt beim längeren Kochen 
seiner alkoholischen Lösung quantitativ in äthylschwefelsaures Pyridin- 
und 1, 2-Diaceton-glucose, deren Acetonrest gleichfalls allmählich in 
Freiheit gesetzt wird. Infolgedessen ist die Abfangung dieser Schwefel- 
säureverbindung in guter Ausbeute mit großen Schwierigkeiten ver- 
bunden. 

Die 1, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsäure gibt ein gut kristalli- 
sierendes Bariumsalz, aber keine kristallisierten Alkaloidsalze.. Das 
Pyridinsalz ist gleichfalls kristallisiert. Es läßt sich durch Aceton in 
Gegenwart von Kupfersulfat in das diacetonglucoseschwefelsaure 
Pyridin zurückführen. Daraus ergibt sich, daß der Säurerest noch 
denselben Platz inne hat, wie in der Diacetonglucoseschwefelsäure, 
und eine Änderung in der Konstitution des Kohlenhydratkomplexes 
nicht stattgefunden hat. Gegen diese Schlußfolgerung könnte man 
geltend machen, daß infolge der geringen Basizität des Pyridins das 
Salz in der Acetonlösung in freie Säure und die Base zerfiele. Da Aceton 
zu den ionisierenden Lösungsmitteln zu zählen ist, müßte man weiterhin 
mit einer Dissoziation der freien Säure in die Zuckerschwefelsäure- 
anionen und Wasserstoffkationen rechnen, welch letztere dann die 
Reaktion der Glucoseschwefelsäure mit Aceton einleiten würden. Um 
diesem Einwand zu begegnen, wurde der gleiche Versuch mit dem 
Bariumsalz der 1, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsäure ausgeführt, das in 
Aceton bei Zimmertemperatur durchaus unlöslich ist. Ein Teil der 
Substanz ging beim Schütteln mit Aceton und Kupfersulfat in Lösung. 
Das Barium blieb jedoch — augenscheinlich als Bariumsulfat — im 
Bodensatz. Beim Verjagen des Lösungsmittels im Vakuum blieb eine 
sirupöse Masse zurück, die etwas Kupfer, kein Barium, aber viel organisch 
gebundenen Schwefel enthielt. Beim Versuch, diese Substanz aus 
Alkohol zu kristallisieren, lösten sich der Schwefelsäurerest und das 
Aceton ab, und aus der alkoholischen Lösung schied sich allmählich 
Glugose aus. Die sirupöse Substanz war augenscheinlich die freie 
Diacetonglucoseschwefelsäure. Sie verdankt ihre Entstehung der 
primären Acetonierung des Bariumsalzes, wobei Wasser frei wird. 
Darauf tritt eine Umsetzung des Bariumsalzes mit dem Kupfersulfat 
ein, und das Kupfersalz der Diacetonglucoseschwefelsäure erfährt 
zum Teil eine Dissoziation in freie Säure und basisches Salz. Während 
letzteres bis auf Spuren ungelöst bleibt, geht die Säure in das Aceton 
über. Daß also in diesem Falle eine Reaktion eintritt, ist nicht auf die 
primäre Bildung der freien Monoacetonglucoseschwefelsäure zurück- 
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zuführen, sondern beruht auf der Reaktionsbereitschaft des Barium- 
salzes dieser letzten Säure. Daß die Umsetzung von Zuckerschwefel- 
säurederivaten mit Aceton in Gegenwart von Kupfersulfat nicht von 
der Basizität des Kations und ebensowenig von der Löslichkeit der 
in Frage kommenden Produkte abhängt, wenigstens in quałtativer 
Hinsicht, geht aus den weiter unten angeführten Tatsachen hervor. 
Ob die Reaktion eintritt oder nicht, ist lediglich in der Konstitution 
bzw. Konfiguration des Zuckermoleküls begründet. Diese Erkenntnis 
ist für die Zuckerchemie von großer Bedeutung. Dieses Verfahren 
gestattet auch, Feinheiten in der Konstitution der Zuckerderivate zu 
enthüllen, die bei Anwendung anderer chemischer Methoden verborgen 
bleiben. Gleichzeitig ermöglicht sie eine Erklärung der Rolle, die die 
Salzsäure bei der Acetonierung spielt. Auf diesen Punkt komme ich 
weiter unten zurück. Ich habe nun versucht, die 1, 2-Aceton-glucose- 
3-schwefelsäure in ein Isomeres umzuwandeln. Beim Erwärmen des 
Pyridinsalzes in wässeriger oder alkoholischer Lösung wird, wie bereits 
angedeutet, der Schwefelsäurerest und Aceton abgestoßen. Mit Pyridin 
bei 50° ist es selbst nach 3 Tagen zum größten Teil unverändert ge- 
blieben. Dagegen genügt ein sechsstündiges Erhitzen der Pyridin- 
lösung im Wasserbad, um dieses Salz zum Verschwinden zu bringen. 
Eine Schwefelsäureabspaltung wurde dabei nicht beobachtet. Ein 
Salz einer isomeren Säure in kristallisiertem Zustand abzuscheiden. 
gelang aber nicht. 

Ebensowenig erfolgreich waren Versuche, den Acetonrest abzu- 
trennen, um zu einer acetonfreien Glucoseschwefelsäure zu gelangen. 
Gleichzeitig mit dem Aceton trat die Schwefelsäure aus. 

Durch Veresterung der Monoacetonglucose mit Chlorsulfonsäure 
in Pyridin erhält man eine 1, 2-Aceton-glucoseschwefelsäure, von der 
nach anfänglichen Schwierigkeiten das Natrium-, Barium- und Strych- 
ninsalz isoliert werden konnten. Diese Säure ist nicht identisch mit 
der 1, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsäure. Der Schwefelsäurerest haftet 
viel fester als in dieser. Es gelingt leicht, aus dem neuen Isomeren das 
Aceton abzulösen und zu einer acetonfreien Glucoseschwefelsäure zu 
gelangen, die als Brucinsalz isoliert wurde und sich als identisch mit der 
früher!) beschriebenen Säure erwies. Für die neue Acetonglucose- 
schwefelsäure bleibt somit nur die Wahl zwischen den Formeln III 
und IV. Die acetonfreie Muttersubstanz ist also entweder Glucose- 
5-schwefelsäure oder Glucose-6-schwefelsäure. Ich halte die letztere 
Möglichkeit für die richtige in Analogie mit Beobachtungen an den 
Benzoylverbindungen der Glucose, worüber ich an anderer Stelle aus- 
führlich berichten werde. 


1) Vgl. IV. u. V. Mittel, 
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Die somit als 1, 2-Aceton-glucose-6-schwefelsäure zu bezeichnende 
Verbindung ist als Pyridinsalz in Pyridinlösung bei 100° durchaus 
beständig. Daß sie sich nicht aus der 1, 2-Aceton-glucose-3-schwefelsäure 
unter diesen Bedingungen bildete, dürfte darauf hinweisen, daß die 
theoretischen Beziehungen dieser beiden Substanzen zueinander kom- 
plizierterer Natur sind, als durch die Formeln II und IV angegeben 
wird. Ich vermute, daß sie sich nicht nur durch die Stellung des Schwefel- 
säurerestes unterscheiden, sondern daß der Glucosekomplex in beiden 
eine verschiedene Konstitution besitzt, insbesondere daß die Sauer- 
stoffbrücke nicht die gleichen Kohlenstoffatome miteinander verbindet. 


— 0 [-. 
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Weitere Aufschlüsse über die Konstitution dieser 1, 2-Aceton- 
glucose-6-schwefelsäure mußte die Behandlung mit Aceton und Kupfer- 
sulfat geben. Das Bariumsalz wurde bei diesen Versuchen unverändert 
zurückgewonnen. Dieses Ergebnis steht in bestem Einklang mit der 
angenommenen Konstitution. Ich habe nun weiter versucht, das 
Brucin- bzw. Strychninsalz der Glucose-6-schwefelsäure zu acetonieren. 
Dabei trat ein beachtenswerter Unterschied zwischen diesen beiden 
Salzen in Erscheinung. Beide Salze sind in Aceton unlöslich; das 
Strychninsalz der Monoacetonglucoseschwefelsäure ebenfalls, dagegen 
nicht das Brucinsalz der Diacetonglucoseschwefelsäure.. In Alkohol 
unlöslich sind nur die acetonfreien Substanzen, die übrigen werden 
mehr oder weniger leicht davon aufgenommen. Auf Grund dieser 
Löslichkeitsverhältnisse lassen sich die Reaktionsprodukte leicht 
trennen und nachweisen. Das glucoseschwefelsaure Brucin liefert nun 
bei der Acetonierung nicht das Salz der Diacetonglucoseschwefelsäure. 
sondern ein anderes, in Alkohol leicht lösliches Brucinsalz, augen- 
scheinlich das der 1, 2-Aceton-glucose-6-schwefelsäure. Beim glucose- 
schwefelsauren Strychnin blieb jede Umsetzung aus. Dieses merk- 
würdige Verhalten der beiden Alkaloidsalze gegenüber Aceton wird 
verständlich, wenn man die optischen Eigenschaften derselben ver- 
gleicht. Das Brucinsalz der Glucoseschwefelsäure zeigt eine Muta- 
rotation, die von — 1,62% auf — 5,60° ansteigt, während die spezifische 
Drehung des Strychninsalzes von — 6,27% auf — 0,720 abfällt. Da 
beide Alkaloide linksdrehend sind, so dürfte die Ursache für den ver- 
schiedenen Richtungssinn der Mutarotation in der Konfiguration des 
Zuckerkomplexes zu suchen sein. Berücksichtigt man, daß auch die 
ßB-Glucose und ihre Abkömmlinge den zahlenmäßig niedrigeren 
Drehungswert gegenüber der &-Glucose und ihren Derivaten aufweisen, 
so würden die oben geschilderten Verhältnisse durch die Formeln V 
und VI eine Erklärung finden. Beide Salze würden sich demnach durch 
die Konfiguration an Kohlenstoffatom 1 unterscheiden. Dieser große 
Einfluß zweier so nahe verwandter Substanzen wie Brucin und 
Strychnin auf die Konfiguration des Zuckerkomplexes ist äußerst 
überraschend und beweist die große Abhängigkeit der Konfiguration 
von der Natur der Substituenten. 

Die ß-Konfiguration der Glucose allein genügt aber nicht, um eine 
Umsetzung mit Aceton herbeizuführen, sofern man Kupfersulfat als 
Katalysator verwendet. Die Zusammenhänge zwischen dem glucose- 
6-schwefelsauren Brucin und seiner Muttersubstanz werden also durch 
die Formeln V und VII nicht richtig wiedergegeben. Da das Aceton 
in Gegenwart von Chlorwasserstoff sich leicht mit der ß-Glucose ver- 
bindet, so wäre in Erwägung zu zichen, ob zur Erklärung des ver- 
schiedenen Verhaltens der beiden Substanzen gegenüber Aceton und 
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Kupfersulfat nicht die Möglichkeit einer verschiedenen Ringstruktur 
heranzuziehen ist. Daß ein zwingender Grund für die Annahme eines 
Furanringes bei den Zuckern und ihrer Derivate nicht besteht, haben 
Hoelfjerich und Malkomes!) dadurch bewiesen, daß der ö-Oxycapron- 
aldehyd auch in der zyklischen Form existenzfähig ist. Es wäre jeden- 
falls denkbar, daß die Lage der Sauerstoffbrücke auf die Reaktions- 
fähigkeit gegenüber Aceton einen Einfluß ausübt 2). 

Um wenigstens für die beiden Acetonderivate der Glucose-6- und 
3-schwefelsäure einen Anhaltspunkt bezüglich der Glucosestruktur 
zu gewinnen, sollte versucht werden, die beiden noch freien Hydroxyle 
mit Schwefelsäureresten zu belegen. Denn aus einer Identität der 
beiden so gewonnenen Trischwefelsäuren wäre darauf zu schließen, 
daß die Monosehwefelsäuren den gleichen Glucosekomplex enthielten. 
Alle in dieser Richtung ausgeführten Versuche haben bisher nicht zu 
dem gewünschten Ziele geführt. Es konnten in beiden Fällen nur 
solche Salze isoliert werden, die Säuren mit zwei Schwefelsäureresten 
enthielten, und die untereinander nicht identisch waren. Gleichzeitig 
findet augenscheinlich eine Abspaltung des Acetons statt und man 
erhält Glucosedischwefelsäuren, die Fehlingsche Lösung selbst in der 
Hitze nicht reduzieren. Da die diesbezüglichen Versuche jedoch noch 
nicht abgeschlossen sind, soll darüber erst später berichtet werden. 
Desgleichen sind Versuche mit gemischten Benzoylschwefelsäuren im 
Gange, die vielleicht eine endgültige Aufklärung dieser komplizierten 
Verhältnisse bringen werden. 

Im folgenden beschränke ich mich auf die Wiedergabe der Experi- 
mente mit den Acetonverbindungen der Glucosemonoschwefelsäuren. 

Bevor ich dazu übergehe, möchte ich noch einige Bemerkungen 
zu den Arbeiten von Levene und Meyer?) über diesen Gegenstand und 
über entsprechende Phosphorsäureester der Glucose einschalten. | 

Auf Grund von reaktionskinetischen Studien an der 1,2,5, 
6-Diaceton-3-phosphorsäure und der entsprechenden Schwefelsäure 
einerseits, wie an den aus der Benzoyl-monoacetonglucose hergestellten 
Phosphorsäure- und Schwefelsäureestern andererseits kommen jene 
Forscher zu dem Schluß, daß die beiden letzten Verbindungen als 
l. 2-Aceton-3-benzoyl-5- (oder -6-) Phosphorsäure bzw. -Schwefelsäure 
aufzufassen sind. Mit den früher?) von mir mitgeteilten Befunden 
dürfte diese Auffassung nicht vereinbar sein, da die Benzoylmonoaceton- 
glucose den Benzoylrest nicht mehr in Stellung 3, sondern in Stellung 6 
enthält, worauf ich seinerzeit schon hingewiesen habe. Diese 6-Benzoyl- 


1) B. Helfferich und Th. Malkomes, B. 52, 702, 1922. 

2) Vgl. den Nachtrag am Schluß der Abhandlung. 

3) P. A. Levene u. M.G. Meyer, Journ. Biol. Chem. 58, 431 u. 437, 1922. 
4) Diese Zeitschr. 181, 611, 1922. 
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monoacetonglucose ist in Pyridinlösung auch bei höherer Temperatur 
durchaus beständig, so daß bei einer weiteren Veresterung der noch 
freien Hydroxylgruppen nicht mit einer Wanderung des Benzoylrestes 
zu rechnen ist. Im übrigen sprechen auch die von jenen Autoren an- 
gegebenen Reaktionskonstanten für meine Ansicht, die sich für die 
1, 2, 5, 6- Diaceton-glucoseschwefelsäure und die von Levene und Meyer 
als 1, 2- Aceton-glucose-5- (oder -6-) Schwefelsäure bezeichnete Verbindung 
wie 3:2 verhalten. Nach meinen Beobachtungen müßte jener Quotient 
beträchtlich größer sein, wenn der Autoren Formulierung zuträfe. Aller- 
dings soll noch dahingestellt bleiben, an welches Hydroxyl der Schwefel- 
säurerest tritt, wenn man Benzoylmonoacetonglucose mit Chlorsulfon- 
säure verestert. Aus den bisher vorliegenden Literaturangaben und 
eigenen Beobachtungen lassen sich in dieser Richtung noch keine sicheren 
Schlüsse ziehen. 


Experimenteller Teil. 


Zur Darstellung der Diacetonglucose hat sich mir die von Freuden- 
berg und Ivers!) vorgeschlagene Modifikation des Fischerschen Ver- 
fahrens aufs beste bewährt. Auch beim Abbau der Diacetonglucose 
zur Monoacetonglucose kann man ohne Schaden die Salzsäure mit der 
berechneten Menge Natronlauge statt mit Silbercarbonat neutrali- 
sieren. 


Diacetonglucose-3-schwefelsäure. 

Eine Lösung von 21g sorgfältig gereinigter Diacetonglucose in 
75 ccm Pyridin werden in der früher beschriebenen Apparatur tropfen- 
weise mit einer Mischung von A ccm Chlorsulfonsäure und 20 ccm 
alkoholfreiem Chloroform versetzt, wobei die Temperatur durch Kühlung 
mit Kältemischung unter 0° gehalten wird. Nach Beendigung der 
Operation bleibt das Reaktionsgut über Nacht bei Zimmertemperatur 
stehen, sodann wird das Chloroform und überschüssige Pyridin im 
Vakuum bei etwa 50° abdestilliert. Der zurückbleibende gelbliche 
Sirup erstarrt nach dem Abkühlen meist. zu einem Brei feiner Nadeln 
von Pyridinsalzen. Man fügt 75ccm kalten Alkohol hinzu, knetet die 
Masse mit einem Glasstabe gut durch, so daß ein möglichst homogener 
Brei entsteht. Dabei gehen die Pyridinsalze der anorganischen Säuren 
in Lösung, während das Pyridinsalz der Diacetonglucoseschwefelsäure 
zurückbleibt. Nachdem der Brei einige Stunden in Eis gestanden hat. 
saugt man ab und wäscht gut mit kaltem Alkohol nach. Die Ausbeute 
beträgt etwa 60% der Theorie. Arbeitet man mit roher Diaceton- 
glucose, so sind die Ausbeuten meist niedriger. Das so gewonnene Salz 
ist, wie die Analyse I zeigt, fast rein. Es läßt sich aus Alkohol in Gegen- 


1) K. K. Freudenberg und Ivers, B. 55, 929, 1922. 
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wart von Pyridin umkristallisieren. Zur Analyse wurde 1l g des Salzes 
möglichst schnell in 20 ccm warmen Alkohols, dem 1 ccm Pyridin zu- 
gesetzt war, gelöst, die Lösung rasch abgekühlt und im Exsikkator auf 
10 ccm eingeengt, wobei das reine Salz in prachtvollen Nadelrosetten 
auskristallisiertt. Diese Reinigung ist jedoch mit großen Verlusten 
verbunden. Es schmilzt bei 163 bis 164° .unter lebhaftem Schäumen. 
(Analyse II.) Die Analysenpräparate wurden bei Zimmertemperatur 
im Vakuum über Chlorcalcium zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

l. 3,876 mg geben 6,8507 g CO,, 1,99 mg H,O, 3,673 mg geben 0,11 ccm 

N (12°, 723 mm), 0,1564 g geben 0,0838 g.BaSO.. 
2. 3,722 mg geben 6,645 mg CO,, 2,16 mg H,O. 

















C u H|N| 8 
Ee ke A % | a 
Substanz Io eo on 4820| 5,75 338 736 
See IR EEE E e 619 >| > 
Berechnet für C, H, Ou, HA (S0, H) | C,H. 
(a e Ae E Sa a EE A 48 Di 6,01 3,34 | 7,64 


Die spezifische Drehung der Substanz I wurde in wässeriger Lösung 
zu [op — — 12,41°9 gefunden. Ich lege jedoch diesem Wert keine 
große Bedeutung bei, da das Pyridinsalz bereits bei Zimmertemperatur 
vom Wasser zersetzt wird. Daher habe ich die Drehung des analysen- 
reinen Präparats in Chloroform bestimmt, worin es sich ziemlich gut 
an ` = — 21,9 im 1 dm-Rohr. Von kaltem 
Alkohol wird das Pyridinsalz nur in verhältnismäßig geringer Menge 
aufgenommen und fast gar nicht von siedendem Essigester. In Aceton 
ist es auch bei Zimmertemperatur löslich. 





löst. [æ] = 


Um die Ausbeute an dieser Verbindung zu erhöhen, habe ich vor 
der Entfernung des Pyridins noch das Reaktionsgemisch 2 Stunden 
auf 60° erwärmt, ohne jedoch eine bemerkenswerte Verbesserung zu 
erzielen. Daher versuchte ich die Isolierung derselben als Natrium- 
salz, indem ich den nach dem Abdestillieren des Pyridins und Chloro- 
forms verbleibenden Sirup in Alkohol löste und mit einem geringen 
Überschuß von Natriumacetat versetzte. Die Isolierung des Natrium- 
salzes war indessen so umständlich und die Menge so gering, daß es 
sich erübrigt, näher darauf einzugehen. Bemerkt sei nur, daß man auf 
diese Weise nicht das reine Natriumsalz der Diacetonglucosesch wefel- 
säure erhält, sondern ein Doppelsalz mit Natriumacetat. Daß der 
Gehalt an Natriumacetat nicht auf einer Verunreinigung beruht, erhellt 
daraus, daß sich beim Umkristallisieren aus Alkohol, worin das reine 
Natriumsalz der Diacetonglucoseschwefelsäure sehr leicht löslich ist, 
das Drehungsvermögen der Doppelverbindung sich nicht änderte. 
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Das dreimal umgelöste Präparat zeigte in wässeriger Lösung und im 


1 dm-Rohr fei e: ` ` > = — 13,370. Für ein zweites Prä- 
parat wurde gefunden [xp = = = — 13,3%. Das Salz 


bildet kleine, teilweise zu Büscheln vereinigte Nadeln, die sich beim 
Erhitzen im Röhrchen von 215° an schwärzen und bei 221 bis 2220 
unter Zersetzung schmelzen. 

Zur Analyse wurden die beiden Proben bei 100° über P,O, im Vakuum 
getrockenet. 

1. 0,1316 g: 0,0709 g BaSO,. 

2. 0,1025 g: 0,0558 g Ba SO,. 

ni 2 ber. für C,H,0,(C,H,),SO,Na 
S gef. 7,40%, 7,48% (= 362,2). S = 8,84%, 
ber. f. GeH-O GH SO, Na + C,H,0,Na 
(= 444,2). S = 7,20°9,. 

Das Natriumsalz der Diacetonglucoseschwefelsäure wurde aus 
ihrem isolierten Pyridinsalz mittels 2-n-Natriumcarbonatlösung dar- 
gestellt. Die wässerige Lösung wird im Vakuum bei 40 bis 50° ein- 
gedampft, der Rückstand in kaltem Alkohol gelöst und die filtrierte 
Lösung mit Petroläther versetzt, bis eben eine leichte Trübung be- 
stehen bleibt, die man durch einige Tropfen Alkohol wieder beseitigt. 
Über Nacht hat sich die Flüssigkeit in einen Brei feiner verfilzter 
Nadeln verwandelt, die abgesaugt, mit Essigester gewaschen und bei 
etwa 80° im Vakuum über P,O, getrocknet wurden. In einer Kapillare 
erhitzt, sintern sie bei 208° plötzlich zu einem schwarzen Faden zu- 
sammen, ohne zu schmelzen. 


0,1325 g Substanz : 0,256 g Na,SO,, 
014228  . :0,0906 g BaSO,, 

gef. Na 6,26%, S 8,759, 

ber. f. C;H,0,; (C,H) SO,Na (= 362,2) Na 6,35%, S 8,84°,, 
` 8 w» — 0,48. 100 

Für die spezifische Drehung wurde der Wert [&]p = BETT 
= — 14,69% gefunden. (Wasser, 1 dm-Rohr). Das Natriumsalz ist 
sehr leicht löslich in Wasser, schwer dagegen in konzentrierter Natron- 
lauge, von der es in der Kälte nicht angegriffen wird. Von Aceton, 
siedendem Essigester und heißem Amylalkohol wird es in reichlichen 
Mengen aufgenommen, während seine Löslichkeit in kaltem Essigester 
und Chloroform gering ist. 

Zur weiteren Charakterisierung der Diacetonglucoseschwefel- 
säure wurde ihr Brucinsalz bereitet. Eine Lösung von 2,3g Brucin 
in Chloroform, die mit Chlorcalcium entwässert worden ist, wird mit 
einer Lösung von 2g des Pyridinsalzes in dem gleichen Medium ge- 
mischt und im Vakuum eingedampft. Die Lösung des Rückstandes 
in 150 cem siedenden Alkohols schied beim Erkalten 2,2 g des Brucin- 
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salzes in schönen Nadelrosetten aus, die bei 241° unter Zersetzung 
schmolzen. Nochmals aus Alkohol umkristallisiert, stieg der Schmelz- 
punkt auf 248°, hielt sich nach der dritten Kristallisation auf gleicher 
Höhe, während beim nächsten Umlösen sich die Verbindung in opales- 
zenten verschmierenden Wärzchen 'absetzte. Dieses Verhalten läßt 
auf eine Veränderung des ursprünglichen Salzes (wahrscheinlich Aceton- 
abspaltung) schließen. Das Drehungsvermögen der dritten Kristalli- 
sation vom Schmelzpunkt 248° hatte die Werte 

— 0,87. 100 


20 == = — 0 
[œ] D 3, 148 27,63 
(Wasser, 1 dm-Rohr), bzw. 
— 1,01. 100 
20 ’ SECH g0 
Le ln = 3,26 30,9 


(Chloroform, 1 dm-Rohr). 
3,946 mg Substanz : 8,75 mg CO, 2,26 mg H,O, 
































3,439 mg Së : 0,131 ccm N (24°, 721 mm), 
0,2021 g „..: 0,0636 g BaSO,. 
` Ar Se | H IN| s 
EE o | Du BZ 
Gefunden `... 57,19 | 6,41 | 4,17 | 4,32 
Berechnet für C,H,0,(C,H,.,) S0; H. C33 Has N, O4 
(= TIEA) o ae ee une an a i 57,19 | 6,32 | 3,81 | 4,36 











Das Chinin- und Chinidinsalz der Säure konnte nicht in kristalli- 
sierter Form erhalten werden. Die Alkali- und Erdalkalisalze können 
mit verdünnten Alkalien stundenlang gekocht werden, ohne daß Aceton 
oder Schwefelsäure abgespalten wird. 


Monoacetonglucose-3-schwefelsäure. 

Versucht man kleine Mengen des diacetonglucoseschwefelsauren 
Pyridins aus Alkohol umzukristallisieren, so gewinnt man nicht mehr 
die ursprüngliche Substanz zurück, sondern es scheidet sich beim 
langsamen Abkühlen eine dicke Kruste derber Nadeln ab, die bei 127 
bis 128° unter Zersetzung schmelzen. Bei weiterem Umkristallisieren 
aus Alkohol mit einem geringen Zusatz von Pyridin steigt der Schmelz- 
punkt bis 134°. Für das erste Produkt fand ich 

w  —0,59.100 _ 


Dee 
[x] p 3,87 | 5,22 
Nach einmaligem Umkristallisieren betrug 
— 0,42 . 100 
Ai ’ un at n0 
nach zweimaligem Umlösen 
— 0,50. 
[a]? = Ee 13,46". 


3,215 
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Für ein anderes Präparat fand ich 
»  — 0,46.100 
elo = —3 388 


Alle Werte beziehen sich auf die wässerige Lösung und sind im 
l1 dm-Rohr gemessen. Wie die Analyse zeigt, hat man ein um 1 Maol. 
Aceton ärmeres Produkt in Händen, nämlich das Pyridinsalz der Mono- 
acetonglucose-3-schwefelsäure. Alle für quantitative Untersuchungen 
bestimmte Präparate waren im Vakuumexsikkator über Chlorcalcium 
bei Zimmertemperatur getrocknet worden. 

3,819 mg Substanz : 6,245 mg CO, 1,84 mg H,O, 


3,608 mg er : 0,120 cem N (14°, 723 mm), 
0,1554 g Së : 0,0960 g BaSO.. 


= — 13,58°. 





i | 
Pb i h Oo D 


3,39 | 3,73 | 8,49 
5,59 | 3,69 | 8.4 


Bei größeren Ansätzen zur Darstellung dieser Substanz erhält 
man nicht sofort ein verhältnismäßig reines Produkt. Man muß zu 
diesem Zwecke die alkoholische Lösung einige Minuten kochen lassen, 
darf aber diesen Prozeß nicht zu lange ausdehnen, da das Pyridinsalz 
der Monoacetonglucose-3-schwefelsäure dabei zerfällt. Folgende Bei- 
spiele erläutern diese Verhältnisse. 








Gefunden . . . 2 2 2 m 0 Er ren | 44,60 
Berechnet f. C.H Os (C; H,) SO,H R CH; N (= 379) i 44,30 





1. 17 g diacetonglucoseschwefelsaures Pyridin werden schnell in 75 ccm 
Alkohol gelöst und rasch abgekühlt. Beim Anreiben scheiden sich 10g 
eines feinen Kristallpulvers vom Schmelzpunkt 95 bis 97° ab. Ein Gemisch 
des Ausgangsmaterials mit dem neugebildeten monoacetonglucoseschwefel- 
sauren Pyridin. 

2. 18,7 g der Diacetonverbindung in 90 cem siedendem Alkohol gelöst 
und 5 Minuten unter Rückfluß gekocht, rasch abgekühlt, über Nacht im 
Eisschrank stehen lassen, liefern 10,3 g schöner Nadeln, die bei etwa 110° 
schmelzen, also gleichfalls noch ein Gemisch der beiden Pyridinsalze dar- 
stellen. 

3. 19,5 der Diacetonverbindung ebenso behandelt, jedoch 10 Minuten 
gekocht, liefern 6,6 g einer gleichfalls noch zu niedrig schmelzenden (118° bis 
bis 119°) Substanz. 

4. Das unter 2. und 3. erhaltene Material, zusammen nochmals aus 
15 ccm Alkohol umgelöst, liefert 9,3 g eines Produkts vom Schmelzpunkt 
128 bis 129°. Durch nochmaliges Umkristallisieren aus Alkohol und Pyridin 
erhält man daraus das Salz mit dem richtigen Schmelzpunkt. 

5. 2l g der Diacetonverbindung in 100 cem Alkohol gelöst und eine 

halbe Stunde gekocht. Beim Abkühlen fällt weder auf Anreiben noch auf 
Animpfen, noch durch Zusatz von Essigester, in dem das Pyridinsalz der 
Monoacetonglucose-3-schwefelsäure sehr schwer löslich ist, etwas aus. 
Setzt man jedoch dem Alkohol etwas Pyridin zu, so kann man lange Zeit 
kochen, ohne daß wesentliche Substanzmengen verloren gehen. 
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6. 0,5 g monoacetonglucoseschwefelsaures Pyridin in 10 eem Alkohol 
— 0,5ccm Pyridin gelöst, werden 1 Stunde unter Rückfluß gekocht. Man 
läßt den Alkohol dann freiwillig verdunsten und fügt zu dem sirupösen 
Rückstand etwa die vierfache Menge Essigester. Nach längerem Stehen 
im Eisschrank hatten sich 0,3 g der unveränderten Substanz abgeschieden, 
die allerdings etwas zu niedrig (130 bis 131°) schmolzen. Die verhältnis- 
mäßig geringe Ausbeute dürfte auf die durch das Pyridin bewirkte Er- 
höhung der Löslichkeit des. Salzes zurückzuführen sein. Bei längerem Auf- 
bewahren des Pyridinsalzes sinkt sein Schmelzpunkt und wird unscharf. 


Das Brucinsalz der Monoacetonglucose-3-schwefelsäure fällt aus 
seiner heißen, alkoholischen Lösung beim Abkühlen als farbloser Sirup 
aus, der auf keine Weise in fester Form erhalten werden konnte und 
daher nicht untersucht wurde. 

Auch das Natriumsalz der Säure, das nach dem bei der Diaceton- 
glucoseschwefelsäure beschriebenen Verfahren bereitet wurde, besitzt 
so unangenehme Eigenschaften, daß es zur Charakterisierung der Säure 
nicht in Frage kommen kann. Es ist in Alkohol sehr leicht löslich und 
fällt daraus auf Zusatz von Äther als käsiger, zusammenballender 
Niederschlag, der so hygroskopisch ist, daß er beim Absaugen auf dem 
Filter rasch zerfließt. 

Hingegen läßt sich das Bariumsalz leicht in _kristallisiertem Zu- 
stande fassen. Zu diesem Zweck löst man 1 g des Pyridinsalzes in 10 ccm 
kalt gesättigtem Barytwasser, neutralisiert durch Einleiten von Kohlen- 
säure und dampft die Flüssigkeit, ohne den Bariumcarbonatnieder- 
schlag vorher abzufiltrieren, im Vakuum bei etwa 50° ein. Den Rück- 
stand extrahiert man mit wenig kaltem Methylalkohol, von dem das 
Salz mit Leichtigkeit aufgenommen wird, und fügt zu der vom Barium- 
carbonat befreiten Lösung einen großen Überschuß Äthylalkohol 
hinzu. Beim Aufbewahren über Nacht setzt sich am Boden des Gefäßes 
eine dünne Schicht des Bariumsalzes in winzigen Nädelchen ab. Es 
kristallisiert mit mehreren Molekülen Alkohol, deren Zahl aber nicht 
mit Sicherheit ermittelt werden konnte, da sich die Substanz beim 
Trocknen bei höherer Temperatur zersetzte. Im Vakuumexsikkator 
über Calciumchlorid verliert sie langsam nur einen Teil des Kristall- 
alkohols. Die erste Bariumbestimmung wurde nach eintägiger Trock- 
nung, die zweite und die Schwefelbestimmung nach 4 Tagen ausgeführt. 

1. 0,1585 g Substanz : 0,0487 gBaSO,, 























2. 0,1231 g es : 0,0395 g BaSO,,- 
0,1845 g 5 : 0,1839 g Ba SO,- 
Gefunden 'i Berechnet 
1 a l aene | für Bacë | für BaSalz 
| 1 2 Ä für Ba»Salz ES alen 
NEE E 2 CHE En | Ah o 
LEE EE | | 18,08 BR 18,86 | 25,38 18,9 17,77 
Ree E Er gl 11,78 8,80 8,28 
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Aus diesen Zahlen scheint hervorzugehen, daß das Salz mit 
5 Molekülen Alkohol kristallisiert, von denen es eins bei gewöhnlicher 
Temperatur im Vakuum verliert. Das Drehungsvermögen betrug für 1 





— 0,50 . 100 
ef = — y TT 13,0, 
für 2 
— 0,61 . 100 
Mr = a0 = — 14,390 


(Wasser, 1 dm-Rohr). Es zersetzt sich bereits bei längerem Erwärmen 
auf 80°, färbt sich von 120° an dunkel und sintert bei noch höherer 
Temperatur zu einer schwarzen Masse zusammen, ohne zu schmelzen. 
In Wasser und Methylalkohol ist es leicht, in Äthylalkohol nur in der 
Wärme etwas löslich. 


Beim Kochen des Pyridinsalzes der Monoacetonglucose-3-schwefel- 
säure mit Alkohol wird der Schwefelsäurerest und das Aceton ab- 
gespalten. Der erste Prozeß verläuft ziemlich schnell, der Schwefel- 
säurerest wird dabei nicht als Schwefelsäure in Freiheit gesetzt, denn 
es waren nicht einmal Spuren derselben nachzuweisen, sondern wandert 
an den Alkohol. Dieser Prozeß verläuft quantitativ und ist nach 
4 Stunden, wahrscheinlich aber schon früher, beendet. Die Äthyl- 
schwefelsäure habe ich in Form ihres Brucinsalzes abgeschieden, das 
in kaltem Alkohol schwer löslich ist. 1,5 g des Pyridinsalzes der Mono- 
acetonglucose-3-schwefelsäure in 25ccm Alkohol werden 4 Stunden 
unter Rückfluß gekocht und dann noch heiß mit 1,7 g Brucin versetzt. 
Das Alkaloid löst pich sofort auf und beim Abkühlen setzt die Kristalli- 
sation des Brucinsalzes der Äthylschwefelsäure ein. Zur Vervollständi- 
gung derselben läßt man über Nacht im Eisschrank stehen. Die Aus- 
beute beträgt 1,4 g einer Substanz vom Schmelzpunkt von 200 bis 201°. 
Da das Salz noch 6,58%, Kristallalkohol enthält, was etwa ®°/, Mol. 
entspricht, so stellt sich die Ausbeute auf 83,5 %, der Theorie. Berück- 
sichtigt man ferner, daß das Salz in kaltem Alkohol (in 100 ccm 1,5g) 
noch merklich löslich ist, so dürften diese Ergebnisse für eine quanti- 
tative Umsetzung sprechen. 

Da das Brucinsalz der Äthylschwefelsäure in der Literatur bisher 
nicht beschrieben ist, wurde die Äthylschwefelsäure in bekannter 
Weise dargestellt und das Brucinsalz bereitet. Ein direkter Vergleich 
der Eigenschaften bewies die Identität beider Präparate. Das so 
gewonnene reine Präparat schmolz bei 204 bis 205° unter Zersetzung. 
Es kristallisiert aus Alkohol in harten glasglänzenden Nadeln; 0,2280 g 
Substanz verlieren beim Trocknen 0,0150 g an Gewicht, entsprechend 
6,58%, Alkohol. Für den Verlust von 1 Mol. Alkohol würde sich die 


| 
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Zahl 8,12°, berechnen, während sich für einen Verlust von ?/, Mol. 
Alkohol die Zahl 6,33%, ergibt. Sowohl von dem aus Versuchen mit 
Acetonglucoseschwefelsäure stammenden Präparat (I) als auch von dem 
synthetisch bereiteten Produkt (II) wurde je eine Schwefelsäurebestim- 
mung ausgeführt, die folgende Ergebnisse lieferte: 

I. 0,2130 g Substanz geben 0,0945 g BaSO,, 





II. 0,2069 g = » 0,0957 g BaSO.. 
| E E L Weg nu 
| i E E 
Gefunden . e, NEEN 6,10S | 6,358 
Berechnet für C, HOSO, HC, Hse NO, (= 520,3) . 6,15%, 
Die spezifische Drehung des analysierten Präparats (I) betrug 
— 1,32 . 100 
Be a2 rg 0 
ez E 30,26°. 
Für ein zweites Präparat derselben Darstellungsweise wurde gefunden 
— 1,08. 100 
ee Le pen 0 
Gr IT 29,670. 
Für das synthetisch bereitete Vergleichspräparat betrug 
am _— 130.100 7 
[@])p = - 4362 =T 29,800. 


Ale Drehungen wurden in wässeriger Lösung und im 1 dm-Rohr 
bestimmt. Sämtliche für quantitative Untersuchungen bestimmte 
Präparate wurden bei etwa 80° im Vakuum über .P,O, zur Gewichts- 
konstanz getrocknet, nachdem sie vorher im Vakuumexsikkator bei 
gewöhnlicher Temperatur von dem mechanisch anhaftenden Lösungs- 
mittel befreit worden waren. 

Um die anderen Produkte der alkoholytischen Spaltung festzu- 
stellen, wurde die 4 Stunden lang gekochte Lösung ohne vorherigen 
Zusatz von Brucin mit Bariumcarbonat eingedampft und der Rück- 
stand mit Essigester extrahiert. Jedoch gingen dabei nur Spuren von 
Monoacetonglucose in Lösung. In einem Falle wurde eine geringe Menge 
einer sirupösen Substanz erhalten, die nicht in kristallisierte Form 
zu bringen war. Sie war in Essigester und Äther leicht löslich, drehte 
die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts, reduzierte nicht die 
Fehling sche Lösung, wohl aber nach dem Kochen mit Salzsäure. Sie wurde 
vorläufig nicht weiter untersucht. Derin Essigester unlösliche Rückstand 
reduzierte stark die Fehlingsche Lösung und gab an Alkohol keine optisch 
aktiven Stoffe ab. Die Reduktionsfähigkeit dürfte also der Glucose zu- 
zuschreiben sein. Unterbricht man die Alkoholyse schon nach 2 Stunden, 
so lassen sich erhebliche Mengen von Monoacetonglucose isolieren. 
Die unbekannte sirupöse Substanz wurde dabei nicht beobachtet. 


29* 


442 H. Ohle: 


Zur Rückverwandlung der Monoacetonglucose -3-schwejelsäure in 
die Diacelonverbindung wurden 3,3g des Pyridinsalzes der ersteren 
mit 3g Kupfersulfat in 150 ccm Aceton 36 Stunden auf der Maschine 
geschüttelt. Die vom Kupfersulfat filtrierte Acetonlösung wurde im 
Vakuum eingedampft. Der sirupöse Rückstand erstarrt bereits im 
Destillationskolben und wird mit wenig Alkohol (10 ccm) unter gelindem 
Erwärmen herausgelöst. Die Ausbeute betrug Lean diacetonglucose- 
schwefelsaurem Pyridin, das bei 160° unter Zersetzung schmolz und 
ein Drehungsvermögen von [x]p = — 22,61 zeigte. Bei dieser Ge- 
legenheit sei bemerkt, daß eine Mischprobe der beiden Pyridinsalze 
in etwa gleichen Mengenverhältnissen nicht unterhalb des niedrigeren 
Schmelzpunktes,; dem der Monoacetonverbindung, schmilzt, sondern 
bei zwischen beiden Schmelzpunkten liegenden Temperaturen. 

Zur Acetonierung des Bariumsalzes der Monoacetonglucose- 
3-schwefelsäure wurden 1,4 g des mehrere Tage bei Zimmertemperatur 
im Vakuum getrockneten Salzes mit 1,5 g Kupfersulfat und 100 ccm 
Aceton 36 Stunden geschüttelt. Die filtrierte Acetonlösung hinterläßt 
beim Verjagen des Lösungsmittels im Vakuum einen bräunlichen, 
sirupösen Rückstand, der noch Spuren Kupfer, aber kein Barium mehr 
enthält. Der gesamte Schwefel befindet sich in organischer Bindung. 
Die Substanz wurde in wenig kaltem Alkohol gelöst, dem sie eine saure 
Reaktion gegen Lackmus erteilt, und mit Petroläther bis zur be- 
ginnenden Trübung versetzt. Beim freiwilligen Eindunsten scheiden 
sich über Nacht 0,2 g feiner Kristallnädelchen ab, die sich als Glucose 
erwiesen. Sie schmolzen bei 135° und zersetzten sich bei 169° unter 
Schäumen. 


Mono-acetonglucose-6-schwejelsäure. 


Die Veresterung der Monoacetonglucose- mit Chlorsulfonsäure 
wurde in ‘derselben Weise ausgeführt, wie bei der Diacetonglucose 
beschrieben. Jedoch wurde ein geringer Überschuß des Acetonzuckers 
angewendet. Da nach dem Abdestillieren des Chloroforms und Pyridins 
im Vakuum aus dem sirupösen Rückstand kein kristallisierendes Pyridin- 
salz gewonnen werden konnte, versuchte ich, die Säure als Natriumsalz 
abzuscheiden, indem ich den bei der Diacetonglucosesch wefelsäure 
angedeuteten Weg einschlug. Die aus 4,5g Monoacetonglucose und 
‘1,35 ccm Chlorsulfonsäure gewonnene, sirupöse Masse wurde in 90 ccm 
absoluten Alkohols gelöst, mit einer Lösung von 5g Natriumacetat 
in 10Occm Wasser vermischt und im Vakuum bei 45° eingedampft. 
Der Rückstand wurde mit 50 ccm Alkohol ausgekocht, wobei eine 
äußerst feine Suspension entsteht, die die Filtration sehr erschwert. 
Das trübe Filtrat konnte jedoch durch Zusatz von 100 ccm Aceton 
geklärt werden. Läßt man die Flüssigkeit über Nacht im Eisschrank 
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stehen, so hat sich das suspendierte Natriumacetat am Boden des 
Becherglases abgesetzt und kann leicht durch ein Faltenfilter ab- 
filtriert werden. Das Natriumsalz der Monoacetonglucose-6-schwefel- 
säure scheidet sich dabei nicht aus. Die nunmehr von allen Bei- 
mengungen befreite Lösung desselben wird im Vakuum stark eingeengt 
und bis zur beginnenden Trübung mit Chloroform. versetzt. Über 
Nacht scheiden sich etwa 3g eines fein kristallinischen Niederschlages 
aus. Dieses Rohprodukt wurde durch Umlösen aus Alkohol, in dem 
es in reinem Zustande in der Kälte schwer löslich ist, gereinigt. Man 
erhält aber nur dann ausgeprägte Kristalle, wenn man einige Tropfen 
Wasser zusetzt. Das so dargestellte Natriumsalz enthält 1, Mol. Kristall- 
wasser, das es auch beim Trocknen im Vakuum über P,O, bei 100° nicht 
verliert. Es schmilzt bei 157° unter starkem Schäumen und hat eine 
spezifische Drehung von 














— 0,35 . 100 
18 _ De wenn d 8 
als 3,544 E 
Für das zum zweiten Mal umkristallisierte Präparat wurde gefunden 
— 0,36 . 100 
— 880. 
ein = ag T’ 
4,552 mg Substanz : 5,430 mg CO, und 2,04 mg H, O, 
0,1432 g „  : 0,0987 g BaSO,. 
| 3 CH 
SE E GN °% 
SEENEN ‚32,52 5,01 9,47 
Berechnet für Ge H, Ost: H, SO, Na (= 322,1) . 33.54 4.66 | 9.94 
y „ &H,0,C;H, SO,Na+!/,H, O (=331,1) ' 32,63. 4,83 ` 9,67 


Es gelang indessen nicht immer, nach dieser Vorschrift eine gleich 
große Ausbeute und ein gleich reines Produkt zu bekommen, ins- 
besondere bei größeren Ansätzen. 


Das Bariumsalz der Säure wurde in folgender Weise bereitet. Der 
aus 4,5 g Monoacetonglucose und 1,35 cem Chlorsulfonsäure gewonnene 
Sirup wurde in etwa 100 ccm kaltem Wasser gelöst, über Nacht mit 
Bleioxyd und Bariumcarbonat geschüttelt, wodurch die freien Säuren 
entfernt werden bis auf Spuren von Chlorionen und die Acetonglucose- 
6-schwefelsäure als Bleisalz in Lösung geht. Die von dem Bodensatz 
abfiltrierte Lösung wird durch Zusatz einer heiß gesättigten Silber- 
sulfatlösung vollständig entchlort, dann durch Einleiten von H,S in 
Gegenwart von Bariumcarbonat von den Schwermetallen befreit, 
schließlich erschöpfend mit Äther ausgeschüttelt, um die Pyridinreste 
zu entfernen, und im Vakuum eingedampft. Es empfiehlt sich, dabei 
noch etwas Bariumcarbonat hinzuzufügen. Der Rückstand wird mit 
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absolutem Alkohol aufgenommen und mit viel Äther versetzt. dabei 
fällt das Bariumsalz in Form dicker zusammenballender Flocken aus. 
die sich beim Stehen im Eisschrank über Nacht in ziemlich harte 
Brocken umwandeln und leicht mit einem Glasstabe zu einem feinen 
Pulver zerdrückt werden können, ohne zu verschmieren. Beim Ab- 
saugen des Niederschlags ist darauf zu achten, daß die bereits auf 
das Filter gebrachte Portion stets mit der Mutterlauge oder Wasch- 
flüssigkeit bedeckt bleibt, damit sie nicht Luftfeuchtigkeit anzieht und 
zerfließt. Man wäscht mit einer Mischung von 1 Teil Alkohol und 
10 Teilen Äther. Zur Analyse wurde die Substanz noch zweimal aus 
Alkohol mit Äther umgefällt und im Vakuum über Chlorcalcium bei 
Zimmertemperatur getrocknet, da sie sich bei höheren Temperaturen 
zersetzt. Wie aus den Analysen ersichtlich, hält das amorphe Präparat 
noch 1 Molekül Alkohol zurück. 
0,2340 g Substanz : 0,0720g BaSO,, 


0,2457 g IR : 0,1480 g Ba GC, 
Ba s 
Wi Bl, 
Getünden: c s ua: ze u. 2. Su Re 18,12 8,27 
Berechnet für (C,H,0,C,H,SO,),Ba (= 735,4). 19,54 9,10 
8 „ (CH,0,C;H,S0,),Ba + C,H,O. 83° 84 
Das Drehungsvermögen dieses Präparats hatte den Wert 
am —-0.30.100 
== z= — 7.230 
[olp 4,148 


(Wasser, 1 dm-Rohr). Das Bariumsalz löst sich auch in heißem 
Amylalkohol, scheidet sich daraus aber in amorphen Flocken aus. 
Alle Versuche, das Bariumsalz oder Natriumsalz durch Umsetzung 
mit Brucinsulfat in das entsprechende Brucinsalz überzuführen. 
lieferten keine brauchbaren Ergebnisse. Entweder schied sich aus der 
alkoholischen Lösung gar nichts aus, oder sie trübte sich beim Einengen 
infolge Bildung einer Emulsion, die sich im Eisschrank über Nacht 
klärte und einen geringen sirupösen Bodensatz lieferte, der nicht zur 
Kristallisation zu bringen war. 

Dagegen konnte das Strychninsalz in guter Ausbeute und in schönen 
Kristallen erhalten werden. 2g des Bariumsalzes wurden in etwa 
20 ccm Wasser gelöst und erstens mit löccm bei Zimmertemperatur 
gesättigten Barytwassers, zweitens mit einer wässerigen Lösung von 
2,3g Strychninsulfat (C„,H32»N,0,.H,SO,) versetzt. Die Lösung 
wird noch durch wenige Tropfen Barytwasser eben alkalisch gemacht. 
filtriert und im Vakuum eingedampft. Der Rückstand wird mit 50 ccm 
heißen Alkohols ausgekocht. Beim Abkühlen der alkoholischen Lösung 
erfolgt bald die Kristallisation des Strychninsalzes, das sich nach 
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Stehen über Nacht im Eisschrank in einer Ausbeute von 3,2g ab- 
geschieden hat. Nach mehrtägiger Trocknung über P,O, beginnt es 
von 178° an zu erweichen und zersetzt sich unter Schäumen bei 182°, 
Sein Drehungsvermögen hat den Wert 
— 09,76.100 ` 
(Wasser, 1 dm- Rohr). Durch nochmaliges Umkristallisieren aus 
Alkohol ändert sich der Schmelzpunkt nicht, während das E 
vermögen auf den Wert 
— 1,11. 100 
[ul] D = = Tg 7 — 25,19% 

ansteigt und nach nochmaligem Umlösen auf dieser Höhe bleibt. Für 
ein zweites Präparat wurde der Wert 
— 0,80. 100 ` 
[elo = Loan" | 
(Wasser, 2 dm-Rohr) gefunden. Das Salz ist in kaltem Wasser relativ 
schwer löslich, noch schwerer aber in kaltem Alkohol, während es sich 
in siedendem Äthylalkohol leicht löst und sich aus der konzentrierten 
Lösung zunächst ölig ausscheidet. Man kristallisiert daher die Sub- 
stanz am zweckmäßigsten aus stark verdünnter alkoholischer Lösung 
um, die man langsam verdunsten läßt. Dabei scheidet es sich in schönen 
Nadelrosetten aus. Zur Analyse wurde das Präparat über Chlorcal- 

cium bei Zimmertemperatur im Vakuum getrocknet. 

0,1139 g Substanz geben 0,2360 g CO, und 0,0644g H. 


— 24,29 























0,2043 g P » ` 0,0760g BaSO,. 
EE | C | H | e 
EE | % TI o 1 Me 
SE KE GEES 
Gefunden . . 2.22: 2 2 a rn. 66,51 | 6,33 5.11 
Berechnet für C,H,0,C,H,(SO,H).C,, H,N,O, 
(= 634A) i a ee ee er, 56,75 | 6,05 | 5,04 





Zur Acetonierung des Bariumsalzes wurden 2 g desselben in 80 ccm 
Aceton mit 2g Kupfersulfat 24, Tage geschüttelt. Der abfiltrierte 
Bodensatz bestand lediglich aus Kupfersulfat und enthielt keinen 
organisch gebundenen Schwefel. Das Filtrat hinterließ nach dem Ein- 
dampfen im Vakuum einen sirupösen Rückstand, der in wenig Alkohol 
gelöst, von einer geringen Trübung filtriert und mit Äther ausgeflockt 
wurde. Er erwies sich als das unveränderte Ausgangsmaterial. Er 
zeigte eine spezifische Drehung von Lef = — 7,19 und hatte einen 
Bariumgehalt von 17,98%, während für das Ausgangsmaterial 18,32 %, 
gefunden worden waren. Andererseits beträgt der Bariumgehalt für 
das diacetonglucoseschwefelsaure Barium 16,84 %,. 
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Zur Abspaltung des Acelons wurde l g des Bariumsalzes in der 
äquivalenten Menge 27,2ccm n/l0 Schwefelsäure gelöst und über 
Nacht bei 37° aufbewahrt. Die Lösung wird mit Bariumcarbonat 
neutralisiert, filtriert, mit einer wässerigen Lösung von 1,2g Brucin- 
sulfat versetzt, wiederum filtriert, im Vakuum stark eingeengt und mit 
Aceton versetzt. Beim Reiben mit dem Glasstab erfolgt die Kristalli- 
sation von 0,75 g des Brucinsalzes der Glucoseschwefelsäure, die aller- 
dings noch etwas zu niedrig, nämlich bei 177° unter Zersetzung schmilzt. 
Nach dem Umkristallisieren aus Wasser und Aceton stieg der Schmelz- 
punkt auf 180°. Auf Grund der Drehung und der Analyse liegt in der 
Tat das Brucinsalz einer Glucoseschwefelsäure vor, das mit dem von 
Soda beschriebenen Brucinsalz identisch ist. Eine Mischprobe der 
beiden Salze zeigt keine Schmelzpunktserniedrigung. 

Das Analysenpräparat wurde bei 80° über P,O, bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

"0,1757 g Substanz geben 0,0630 g BaSO,, 
gef. 4,93% 8, ber. f. C,H,,C,SO;,H. C3H6 N0, = 654, S = 4,89%. 


Die Anfangsdrehung des Präparates bətrug im 1dm-Rohr 


18 — 0,09 . 100 
E ` egen E N nn 6 
Le le 2,767 l; 20. 
nach 24 Stunden 
Lef? = nn = — 5,600. 


Zur Darstellung des Strychninsalzes der 6-Glucoseschwefelsäure 
wurden 8,7 g des Bariumsalzes der Monoacetonglucose-6-schwefelsäure 
mit einer Lösung von 9,6 g Strychninsulfat (saurem Salz) versetzt und 
über Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen, wobei das Aceton 
abgespalten wird. Die Lösung wurde mit Barytwasser neutralisiert, 
filtriert und im Vakuum stark eingeengt (auf 20 ccm). Läßt man 
diese Lösung über Nacht im Eisschrank stehen, so kristallisiert das 
Strychninsalz der Glucoseschwefelsäure in langen, feinen und bieg- 
samen Nadeln aus, die die ganze Flüssigkeit erfüllen. Nach mehr- 
maligem Umkristallisieren fällt der Anfangswert der Drehung be- 
trächtlich ab, während der Endwert nach der zweiten Kristallisation 
praktisch konstant bleibt. Ebenso nimmt die Löslichkeit des Salzes 
mit den fallenden Drehungswerten zu. Für die zweite Kristallisation 
betrug die Drehung nach etwa einer halben Stunde 


— 0,24 . 100 
[a = ggg = 6, 
die Enddrehung 
— 0,03 . 100 
ell = — ar — = — 0,789; 


1,914 
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für die dritte Kristallisation wurde gefunden: eine Anfangsdrehung von 
— 0,13. 100 | 


18 E OE 
[xlo = — z084 Se 
und eine Enddrehung von 
— 0,03. 100 
1. GEBEN Dë d 
Lels E 2,084 0,72 


Zur Analyse wurde das Salz bei etwa 80° im Vakuum über Date ge- 
trocknet, wobei ein Gewichtsverlust von 2,87 %, eintritt. 


0,1658 g geben 0,3300 g CO, und 0,0885 g H,O, 

gef. 54,28% C und 5,97% H, ber. f. C,H, 0,S0;,H. Ga Ha N20: 
= 594,3. C = 54,52%, H = 5,77%. Die Schwefelbestimmung wurde 
mit einer bei Zimmertemperatur getrockneten Substanz ausgeführt. 

0,1741 g Substanz geben 0,0634 g BaSO,, 

gef. S = 5,00 %, ber. f. d. Strychninsalz + 1 H,O (= 612,4) S = 5,23 %. 
Diesem entspricht ein Gewichtsverlust beim Trocknen von 2,94 %. 

Aus diesen Zahlen geht hervor, daß das Strychninsalz 1 Molekül 
Kristallwasser enthält. 

Zur Acetonierung des glucoseschwefelsauren Brucinse wurden 1,8 g 
dieses Salzes mit 2g Kupfersulfat und 80 ccm Aceton 2 Tage auf der 
Maschine geschüttelt. Dabei gehen keine merklichen Substanzmengen 
in Lösung. Die Substanz wird daher auf einem Saugfilter gesammelt 
und erschöpfend mit siedendem Alkohol extrahiert, bis keine Trübung . 
der alkoholischen Lösung beim Erkalten mehr eintritt. Dabei geht 
noch etwas Kupfersulfat mit in Lösung, das sich jedoch beim Erkalten 
und Eindunsten des Lösungsmittels abscheidet. Der Verdunstungs- 
rückstand wird in D ccm Wasser gelöst und langsam unter Reiben mit 
10 ccm Aceton versetzt, wobei sich das Kupfersulfat abscheidet. Das 
farblose Filtrat davon wird nun weiter mit viel Aceton versetzt und 
scheidet nach einigen Stunden im Eisschrank 0,5 g des unveränderten 
Ausgangsmaterials vom Schmelzpunkt 183° ab. Die Mutterlaugen 
wurden im Vakuum eingedampft und hinterließen eine sirupöse Masse, 
die noch viel organisch gebundenen Schwefel und Brucin enthielt. 
Sie war leicht löslich in Alkohol, lieferte aber beim Stehen in Eis und 
allmählichem Eindunsten der Lösung nur Spuren von kristallisierter 
Substanz. Augenscheinlich lag das Brucinsalz der Monoacetonglucose- 
6-schwefelsäure vor, da das Brucinsalz der Diacetonglucose-schwefel- 
säure in Aceton löslich und das Brucinsalz der Monoacetonglucose- 
3-schwefelsäure in kaltem Alkohol schwer löslich ist. 


Nachtrag bei der Korrektur. Die Rolle der Säure bei der Acetonierung 
der ß-Glucose dürfte sich nach allen im vorstehenden niedergelegten 
Beobachtungen nicht auf die des Katalysators der Acetonanlagerung 
beschränken. Man muß vielmehr annehmen, daß sie sich chemisch 
an der Reaktion beteiligt, indem sie den Sauerstoffring, welcher, der 
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bisherigen Gepflogenheit folgend, als Furanring angenommen wird, unter 
gleichzeitiger Anlagerung öffnet, so daß ein Ester der Formel VIII 
entstehen würde. Dieser würde erst die Fähigkeit haben, mit Aceton 
zu reagieren, und dann unter Wasserabspaltung wieder in ein Cyclo- 
derivat übergehen, in dem die Sauerstoffbrücke notwendigerweise eine 
andere Lage haben müßte als in der ß-Glucose, da ja das Hydroxy! 
in Stellung 4 durch den Säurerest besetzt ist. Da ferner Verbindung VIII 
befähigt ist, sich mit zwei Molekülen Aceton zu vereinigen, also die 
Hydroxyle 1, 2, 5 und 6 besetzt werden, kann der Ringschluß nur 
unter Beteiligung der OH-Gruppe 3 erfolgen, und es würde ein Produkt 
resultieren, dem die Konstitution IX zukäme. Dieses würde nun 
weiterhin den Säurerest bis zu einem Gleichgewichtszustand abspalten 
und so Diacetonglucose liefern. Diesem Traubenzuckerderivat ent- 
spräche demnach nicht die Formel I, sondern X. 


H H H 
HO.C.OH —C.0, —C.0, 
| | | C(CH,), | C(CH,) 
H.C.OH Ò H.C.0/ ES O H.C.0/ " 
| | | | | 
HO.C.H CH GH 
| | | 
H.C. Ae H.C. Ae H.C.OH 
| | 
H.C.OH H.C. O, H.C.O 
H,0.0H 10.07 Oh HC a 
Le > i beet 
VIII. IX. x. 


Die Tatsache, daß bei der Acetonierung der Glucose mit HCI eine 
sehr labile Substanz auftritt, die organisch gebundenes Cl enthält und 
dieses bei der Aufarbeitung des Reaktionsgutes schon unter sehr milden 
Bedingungen als HCl abspaltet, würde sich dieser Auffassung gut ein- 
fügen. Ich habe nun Schwefelsäure statt HCI als Katalysator verwendet 
und in der Tat die Bildung eines Schwefelsäureesters nachweisen 
können, der den Vorzug besitzt, wesentlich stabiler zu sein als die 
entsprechende Cl-Verbindung, so daß eine Isolierung desselben möglich 
ist. Mit der Untersuchung dieses Esters sowie der Kinetik dieses 
Vorganges bin ich beschäftigt. 

Da indessen die Existenz eines Viererringes in der Diacetonglucose 
mit den bisherigen Erfahrungen über die Stabilität von Ringsystemen 
nicht gut im Einklang steht, dürfte die Karrersche Formulierung vor- 
zuziehen sein, solange nicht durch weiteres experimentelles Material 
Stützen für Formel X beigebracht werden können. Bekennt man sich 
aber zu Formel I, so müßte man von der Annahme eines Furanringes 
in der ß-Glucose Abstand nehmen. 


Untersuchungen über die Kolloidstabilität des Serums 
mittels oligodynamischer Metallwirkung und ihre diagnostische 
Verwertbarkeit. 


Von 
Rud. Reitler. 


(Aus der staatlichen bakteriologischen Station Kragujevac, SHS.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1923.) 


I 

Untersuchungen über die Kolloidstabilität des Serums wurden 
erst in letzter Zeit häufiger und von recht verschiedenen Gesichts- 
punkten aus angestellt, nachdem Schade schon 1908 auf die Wichtigkeit 
solcher Untersuchungen hingewiesen hatte!). Die älteren diesbezüglichen 
Untersuchungen gingen von der Erkenntnis aus, daß der ersten Phase 
der Wassermannschen Reaktion ein ultramikroskopischer Fällungs- 
vorgang zugrunde liege, und hatten zum Ziele, die scheinbar größere 
Labilität des Luetikerserums gegenüber gewissen kolloiden Systemen 
(Antigen) direkt makroskopisch sichtbar zu machen. Das Resultat 
dieser Untersuchungen sind die Flockungsreaktionen auf Lues nach 
Sachs-Georgi und Meinicke, sowie die Trübungsreaktion Dolds?). Weitere 
Untersuchungen mit anderen Fällungsmitteln wurden neuerdings, zum 
Teil angeregt durch die Ergebnisse des Blutkörperchensenkungsmethode, 
angestellt. Da sich bei einem so komplizierten System, wie es das 
Serum darstellt, a priori erwarten ließ, daß verschiedene Stabilitäts- 
prüfungsmethoden verschiedene Charakteristika des Serums zutage 
treten lassen würden, schien es nicht überflüssig, neben den bisher 
üblichen Methoden (Fällung durch Organextrakte, durch Elektrolyte 
verschiedener Konzentration usw.) ein weiteres Agens zur Stabilitäts- 
prüfung heranzuziehen, die oligodynamische Metallwirkung. 


1) Diese Zeitschr. 11, 3101. 

2) Neuere Arbeiten haben allerdings festgestellt, daß gerade in diesem 
Falle nicht eine größere Labilität des Serums vorliegt, sondern, daß das 
Luetikerserum die Fähigkeit hat, bestimmte Lipoide des Antigens aus- 
zuflocken. 
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In Band 123, Heft 1 bis 4 dieser Zeitschrift haben Hess und Reitler 
die Beobachtung mitgeteilt, daß menschliches Blutserum, in Kontakt 
mit metallischem Kupfer gebracht, Eiweißfällungen zeigt, welche, 
wie die mikroskopische Beobachtung des Fällungsvorgangs lehrte, 
nicht durch das allmähliche Entstehen eines Kupfersalzes und die 
dadurch bedingte Ausfällung von Serumeiweiß erklärbar sind, sondern, 
bei entsprechender Serumverdünnung, sofort im Augenblick des 
Kontakts auftreten, demnach als eine Wirkung des metallischen Kupfers 
als solchen aufzufassen und vermutlich in jene Gruppe von Erschei- 
nungen einzureihen sind, welche wir nach dem Vorgange Nägelis als 
oligodynamische Metallwirkungen bezeichnen. Kontrollen mit anderen 
Metallen ergaben ein prinzipiell gleiches, der Intensität nach sehr ver- 
schiedenes Verhalten. Es konnte ferner gezeigt werden, daß die Fällung 
l. mit zunehmender Kontaktdauer zunimmt, 2. bei höherer Temperatur 
rascher und weitgehender eintritt als bei niedriger, 3. bei höheren 
Serumkonzentrationen sich viel langsamer entwickelt als bei niedrigeren, 
4. bei gleicher Kontaktdauer und gleicher Temperatur bei verschiedenen 
Individuen bis zu verschieden hohen Serumkonzentrationen fort- 
schreitet, die Fällbarkeit demnach eine verschieden große ist, daß 
endlich 5. die Fällbarkeit bei längerem Stehenlassen des nativen Serums 
merklich zurückgeht und daß 6. dieser Rückgang zum Teil, aber nicht 
ganz, auf den Komplementschwund bei Altern des Serums zurück- 
zuführen ist. Von der letztgenannten Tatsache ausgehend, wurde 
schließlich nachgewiesen, daß physiologische NaCl-Lösung, welche 
mit Kupfer in Kontakt gestanden war, antikomplementäre Eigen- 
schaften im hämolytischen Versuch bei entsprechender Komplement- 
verdünnung zeigt, und somit ein weiteres Kriterium für die oligo- 
dynamische Natur der Metallwirkung auf Sera, ihre Übertragbarkeit 
auf Flüssigkeiten durch Kontakt, gewonnen. Das Wesen des Fällungs- 
vorgangs ist als eine physikalisch-chemische Zustandsänderung des 
kolloidalen Serumeiweiß im Sinne einer Verminderung des Dispersitäts- 
grades aufzufassen, welche endlich als Ausfällung makroskopisch 
sichtbar wird, auf deren Einzelheiten im zweiten Teil näher eingegangen 
werden soll. Wir haben hier gewissermaßen das Gegenstück zu den 
kolloid-chemischen Liquoruntersuchungsmethoden vor uns: während 
bei diesen der Dispersitätsgrad einer gleichbleibenden Menge eines 
Kolloids (Goldsol, Mastix) durch den Zusatz wechselnder Mengen 
anderer Kolloide (Liquor) in verschiedener und für bestimmte Krank- 
heiten charakteristischer Weise beeinflußt wird, verursacht hier der 
Kontakt gleich großer Metalloberflächen mit wechselnden Kolloid- 
mengen eine Änderung des Dispersitätsgrades der letzteren. 

Die ceteris paribus verschieden große Fällbarkeit von Seris ver- 
schiedener Individuen legte die Möglichkeit einer diagnostischen Ver- 
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wertung dieses Prinzips nahe, doch haftete der seinerzeit von Hess 
und Feier angewandten Methode — Bestimmung der maximalen, 
eben noch fällbaren Serumkonzentration nach 12stündigem Kontakt 
bei Eisschranktemperatur — ein Fehler an, der durch Änderung der 
Untersuchungstechnik beseitigt werden mußte. Da einerseits die 
Fällungsgrenze in einer verhältnismäßig fein abgestuften Konzentrations- 
reihe bestimmt wurde, andererseits der Eiweißgehalt der Sera um 
einen Normalwert ziemlich merklich schwankt, so wäre ein einwand- 
freier Vergleich der Fällungsgrenzwerte nur im Zusammenhang mit 
dem jeweiligen Eiweißgehalt der betreffenden Sera gestattet, wenn 
auch die relativ geringe Fällbarkeit einiger Sera hydrämischer Pa- 
tienten schon ein Hinweis darauf war, daß dieselbe durchaus nicht 
allein vom Eiweißgehalt des Serums abhängig sei. Da nun auch die 
relativ rascheste quantitative Serumeiweißbestimmung, diejenige auf 
refraktometrischem Wege, für Massenuntersuchungen, um die es sich 
hier ja handeln mußte, zu zeitraubend erschien, suchten wir den ge- 
nannten Fehler auf eine andere Art zu vermeiden. Es wurden in den 
Verdünnungsreihen nicht nur die maximalen, sondern auch die mini- 
malen Konzentrationen der Sera festgestellt, welche eine Zustands- 
änderung eben noch deutlich erkennen ließen, ferner wurde die Kon- 
zentration des Fällungsmaximums sowie der Flockungsgrenze, bis zu 
welcher das Serum in distinkten Flocken ausfällt, notiert und unter- 
sucht, ob sich aus der Relation all dieser Daten zueinander Charak- 
teristika für bestimmte Krankheiten oder Krankheitsgruppen oder 
aber für bestimmte.pathologische Zustandsbilder verschiedener Ätiologie 
feststellen lassen. 

Eine größere Zahl von Vorversuchen mußte zunächst über Alter 
des Serums, optimale Kontaktdauer, Temperatur während des Versuchs 
und Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Verdünnungen 
Aufschluß geben. Da das Serum in seiner Fällbarkeit wie auch in seiner 
Fähigkeit, ausgeflockt zu werden, durch längeres Stehen zurückgeht, 
sind nur solche Reihen miteinander vergleichbar, für welche Sera 
gleichen ‚Alters‘ zur Verwendung kamen.. Am geeignetsten erwiesen 
sich nicht inaktivierte, gänzlich blut- und hämoglobinfreie Sera 24 bis 
36 Stunden nach Entnahme. Innerhalb dieser Zeitspanne tritt keine 
merkliche Veränderung ein. Bis zur Untersuchung müssen die Sera 
unbedingt kühl, am besten im Eisschrank aufbewahrt werden, da die 
Fähigkeit zur Flockenbildung bei höherer Temperatur außerordentlich 
rasch zurückgeht. Als beste Verdünnungsreihe ergab sich eine, der 
zur Mastixreaktion im Liquor verwendeten analogen Reihe, bei welcher 
jedes nächstniedrigere Glied die Hälfte der Serummenge des vorher- 
gehenden enthält. Diese großen Konzentrationsunterschiede sind 
nötig, um hinreichend deutliche Fällungsunterschiede erkennen zu 
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lassen. Als Verdünnungsflüssigkeit dient 0,9proz. NaCl-Lösung. Die 
Herstellung einer solchen Reihe gestaltet sich äußerst einfach: 14 Eprou- 
vetten von gleichem Lumen und gleicher Wanddicke werden mit je 
2ccm NaCl-Lösung beschickt, hierauf dem ersten Röhrchen 2 ccm 
Serum zugesetzt, nach gründlicher Mischung 2 ccm dieser Verdünnung 
dem zweiten Röhrchen zugesetzt usw. Wir erhalten somit Verdünnungen 
von Lé, Y4, !/; usw. ln jedes der nunmehr 2 ccm der entsprechenden 
Verdünnung enthaltenden Röhrchen wird ein quadratisches Plättchen 
reinsten Kupferblechs (cuprum analyticum Merck) von der Seitenlänge 
Lem eingetragen. Es entfällt somit auf 1 qem Kupferoberfläche 1 cem 
Flüssigkeit. Die Kupferplättchen müssen knapp vor der Benutzung 
gründlichst durch Abreiben mit Glaspapier gereinigt, hierauf in destil- 
liertem Wasser kurz abgespült und zwischen Filtrierpapier rasch ge- 
trocknet werden. Nach Beschickung der Röhrchen mit Kupfer wird 
die ganze Verdünnungsreihe in einen Brutschrank von 37° gebracht, 
welche Temperatur sich als entsprechend für eine rasche Entwicklung 
der Fällung erwiesen hat. Während nun nach 14- bis !,stündigem 
Kontakt zwischen Kupfer und Serum nur eine gleichmäßige Trübung 
der mittleren Verdünnungen (etwa !/., bis Loo) festzustellen ist, tritt 
nach einstündiger Verweildauer in einer Anzahl von Röhrchen eine 
mehr oder minder deutliche Flockung auf. Wird nunmehr die ganze 
Reihe unter Vermeidung von Umschütteln bei kühler Zimmer- oder 
Eisschranktemperatur 20 Minuten abkühlen gelassen, so entwickelt 
sich eine sehr starke Flockenbildung bis zu einer gewissen Minimal- 
konzentration, von welcher abwärts nur mehr eine-homogene Trübung 
zu erkennen ist, welche ihrerseits sich noch einige Verdünnungsgrade 
weiter verfolgen läßt. Sollen nun das Fällungsmaximum sowie die 
höchste noch fällbare Konzentration bestimmt werden, so müssen 
die betreffenden Röhrchen (1, bis Y/,,,) kräftig aufgeschüttelt werden, 
da einerseits die Fällung in den höheren Konzentrationen fest am 
Kupfer haftet, andererseits die Flockungbildung eine Bestimmung der 
maximalen Trübung verhindert. Dabei zeigt sich, daß 1. ein Teil des 
gefällten Eiweißes besonders in den höheren Konzentrationen durch 
Umschütteln wieder in Lösung geht und 2. die Flocken in den höheren 
Konzentrationen von geringerer Größe, aber größerer Konsistenz und 
durch Schütteln nicht zu einer gleichmäßigen Trübung zu verteilen 
sind, wie dies von einer bestimmten Konzentration abwärts möglich ist. 

Auf Grund dieser Beobachtungen wurde nun folgende Versuchs- 
anordnung eingehalten: von nicht inaktiviertem blutfreien Serum, 
das bis zur Verwendung im Eisschrank aufbewahrt wurde, wird 24 bis 
36 Stunden nach Entnahme eine Verdünnungsreihe wie oben an- 
gegeben hergestellt, die einzelnen Röhrchen mit Kupfer beschickt und 
die ganze Reihe zunächst 1 Stunde bei 37°, hierauf weitere 20 Minuten 
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im Eisschrank belassen. Dann wird ohne Umschütteln die letzte 
Flocken zeigende Konzentration (Flockungsgrenze) sowie die letzte, 
noch deutlich getrübte Konzentration (Endreaktion) notiert. Nun- 
mehr werden zwecks Feststellung der höchsten, noch kleine Flocken 
zeigenden Serumkonzentration (Anfangsreaktion) und der stärksten 
Trübung (Fällungsmaximum) die hierfür in Betracht kommenden 
Röhrchen kräftig geschüttelt, gewartet, bis keine weitere Aufhellung 
durch Rückkehr der Fällung in Lösung erfolgt, und hierauf die be- 
treffende Konzentration notiert. 

Die Anfangsreaktion variiert zwischen den Verdünnungen Y, bis 
Lie, das Maximum zwischen Y,, und 1/19, die Flockungsgrenze zwischen 
1/32 und Tee und die Endreaktion zwischen 1 Laag und 1/8000 Die Be- 
stimmung des Maximums macht oft dadurch Schwierigkeiten, daß in 
zwei oder drei Röhrchen die Trübung so stark ist, daß in dicker Schicht 
keine Unterschiede mehr wahrgenommen werden können. In diesem 
Falle führt ein kleiner Kunstgriff meist zum Ziel. Der Inhalt eines 
jeden dieser Röhrchen wird in ein anderes Röhrchen mit sehr engem 
Lumen gefüllt, wie sie zur Bestimmung des Keimgehalts von Vaccinen 
üblich sind, und diese dann miteinander verglichen. Derart ist ein 
Maximum meist festzustellen. Sollten dennoch alle drei Röhrchen 
die gleiche Trübung aufweisen, so wird das mittlere als Maximum 
betrachtet, sind zwei untereinander gleich, so nehmen wir das Maximum 
als zwischen ihnen liegend an. Doch sind solche Fälle nicht häufig. — 
Alle Ablesungen sollen nur bei greller künstlicher seitlicher Beleuchtung 
erfolgen. 

Es wurden nun an den Seris von 200 kranken und gesunden 
Menschen beiderlei Geschlechts und verschiedensten Alters derartige 
Untersuchungen vorgenommen. Selbstverständlich wurden nur Fälle 
mit absolut sichergestellter Diagnose herangezogen. Bei Infektions- 
krankheiten mußte die klinische Diagnose so weit als möglich durch 
bakteriologische oder serologische Methoden erhärtet sein. In allen 
Fällen wurde die Wassermannsche und die Reaktion nach Sachs- 
Georgi angestellt. Als aktive Lungentuberkulose wurden nur Fälle 
mit positivem Sputumbefund bezeichnet, alle anderen wurden vor- 
läufig von der Untersuchung ausgeschlossen. Allerdings brachte es 
diese Art der Auslese mit sich, daß zahlreichere vorgeschrittene als 
initiale Fälle zur Untersuchung kamen. Dagegen wurde unter die 
Gruppe der ‚Normalen‘ absichtlich eine kleine Anzahl sicher nicht 
mehr aktiver Folgezustände nach Tuberkulose (gänzlich zirrhotische 
Spitzenkatarrhe usw.) aufgenommen. 

Es ergab sich zunächst, daß weder Alter noch Geschlecht des 
Kranken, noch auch die Tageszeit der Blutentnahme von merklichem 
Einfluß auf das Verhalten des Serums waren. Nur stark chylöse Sera 
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zeigten stärkere Flockungstendenz. Ferner ließen weder die Anfangs- 
noch die Endreaktionen charakteristische Eigentümlichkeiten bei dem 
bisher bearbeiteten Material erkennen. Dagegen erwies sich die Stellung 
der Flockungsgrenze in ihrem Verhältnis zur Stellung des Fällungs- 
maximums in der Verdünnungsreihe als höchst charakteristisch für 
das Serum Tuberkulöser und Malariker im Gegensatz zum Serum 
anderer Kranker und Gesunder. Da im folgenden nur von diesem 
Unterschied die Rede sein soll, genügt es, die für diese zwei Punkte 
gefundenen Verdünnungszahlen mitzuteilen, welche nun in tabellarischer 
Übersicht folgen sollen. Dabei wurde der Einfachheit halber der rezi- 
proke Wert der Verdünnung angegeben, so daß also z. B. Maximum 64 
en 250 bedeutet: Das Maximum liegt bei der Verdünnung 
Tea, die Flockungsgrenze bei Ten, 


A. Physiologische Zustände. 
II. Gesunde, gravide Frauen 














I. Normale (28 Fälle). (7 Falle). 
Maximum a KS | KZ ee Maximum | Flockungs 
ou 250 2 | 64 z50 
64 T ai 250 8 | 64 128 
32 2501) 128 250 9 64 128 
64 2502) 128 500 9 | 128 128 
128 | 500 64 128 9 64 128 
64 250 128 250 9 | 64 128 
96 Ä 250 128 1283) 9 128 128 

64 250 128 2502) 
64 250 128 250 
32 250 96 250 

128 | 128 96 

128 250 64 128?) 
64 250 96 250 
64 | 250 64 2502) 


B. Pathologische Zustănde. 


I. Lues (32 Fälle). 
a) Hereditär (2 Fälle), 














| Maximum | Bee 
64 | 250 
64 | 250 


1) Alte, ausgeheilte Coxitis tuberc. 
2) Cicatr. apic. 
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b) Erworbene (30 Fälle). 





Stadium | Maximum |Flockungsgrenze| Stadium | Maximum | Flockungsgrenze 



























Primär affekt lat. 96 500 
a 64 1281) 
= 96 250%) 
R ee 96 500 
$ = 64 250 
S Š 64 250 
S S 64 250 
5 S 128 250 
S N 128 250 
N u 64 250 
4 = 64 250 
lat. Š 192 1000 
5 III. 128 1281) 
5 = 128 128 
e 2 64 250 
II. Malaria (17 Fälle). 
Art i Maximum | Flockungsgrenze 
Tert. chron.. . . . 2.222220. Ä 32 | 500 
e Be nn EE | 64 500 
Trop. chron., fieberlos `, ...... 64 1000 
2 à 0 Et e 64 500 
Tert. chron., fieberlos . .. .... 64 1000 
S e $ und Epilepsie 64 250 
Trop. acut. .. aaa aaa‘ o’ 64 500 
Tert. acut. .. 2.2 2: 2 22 2 ne. 32 500 
Trop. acut. - 2% 2.0.0 8: | 64 500 
x „ In Chininbehandlung `, . 128 250 
Tert. seut, ` e NN wa en t 32 500 
Trop., Lues II. 2.5 an. sa tel 32 500 
Trop. acut. e, | 96 500 
Trop. chron. Kachexie .. .... | 32 250 
Tert. aeut. .. u. 4 2. 2.8.00: | 64 500 
Tert. chron. . ... 2.222220. 96 | 500 
Trop. acut. . 2.2222 22000. | 64 | 500 


Betrachten wir zunächst die Gruppe der 28 Normalen, so finden wir 
in 13 Fällen das Fällungsmaximum bei 64, in zwei Fällen bei 32, in 13 Fällen 
über 64, aber nie höher als 128, so daß wir das Durchschnittsmaximum bei 
etwas mehr als 64 liegend annehmen können. Die Flockungsgrenze liegt 
in 22 Fällen (78,5%) bei 250, in zwei Fällen (7,2%) bei 500 und in vier 
Fällen (14,3%) bei 128, demnach können wir als die weitaus häufigste 
Flockungsgrenze die Verdünnung von 250 bezeichnen. Wir möchten an 
dieser Stelle einen Ausdruck einführen, welcher der Arneihschen Termi- 
nologie zur Charakterisierung des Leukozytenbildes entnommen ist und 
die Verständigung wesentlich erleichtert. Wir bezeichnen nämlich als 
normal das Auftreten des Maximums bei 64 und der Flockungsgrenze bei 


1) In oder knapp nach antiluetischer Behandlung. 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 30 
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III. Tuberkwose (64 Fälle). 
a) Lungentuberkulose (50 Fälle). 


Maximum |Flockungsgrenze | Maximum |Flockungsgrenze| Maximum | Flockungsgresse 

















32 | 500 1) e | 64 | 1000 
32 500 64 | 64 500 
64 500 64 64 250 !) 
64 | 500 64 64 500 
64 500 96 64 500 !) 
64 500 1) 64 32 1000 
64 500 64 64 500 
64 500 ! 64 64 500 
64 500 2) 64 64 500 
64 500 64 64 500 
64 | 500 64 64 500 
96 500 48 64 500 ?) 
64 500 64 64 | 500 
96 250 1) 64 48 | 500 
64 | 500 64 64 500 
4.500 64 64 500 
64 ' 600 1) 64 
b) Tuberkulose anderer Organe (14 Fälle). 
Art | Maximum | Flockungsgrenze 
Fungus . 2.2.22 2 2 2 2 0 32 500 
Peritonitis tuberculosa . ..... 64 500 
Polyserositis tuberculosa . . ... . 64 | 500 
Wirbelkaries. . ... 2 2 2220. Ä 64 500 
Abcessus frig., tuberculosis cutis . . 64 500 
Conjunctivitis eczematosa . .... | 64 128 
Tuberculosis renum . . ...... | 64 500 
Lymphom `, . ...: 2 22 2 220. | 32 | 500 
SEENEN | 64 | 500 2) 
Peritonitis tuberculosa | . . . . . | o | 500 
Füngus. „u... 2 2 #04 nu a4 64 500 
e Euan a g | 64 | 500 
Lymphom. . oa] 4 500 3) 
64 | 500 


250, ihr Auftreten bei höheren Verdünnungen als eine Verschiebung des 
Maximums bzw. der Flockungsgrenze nach rechts, bei geringeren Ver- 
dünnungen als eine Verschiebung nach links. Gehen wir nun auf die Gruppe 2 
der physiologischen Zustände, gravide Frauen, über, so finden wir bei 
sämtlichen vorgeschritteneren Graviditäten eine Verschiebung der 
Flockungsgrenze nach links. 

Ein diagnostisch verwertbares Charakteristikum kann jedoch in 
diesem Verhalten nicht erblickt werden, da es nicht nur in 14,3%, 
der Fälle Nichtgravider, sondern auch häufig genug bei verschiedenen 


Erkrankungen auftritt. 


1) Kachexie. 
2) Kombiniert mit Lues. 
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IV. Akute Infektionen (20 Fälle). 


Diagnose | Maximum |Flockungsgrenze 


| 








Typhus abdominalis, 1. Woche. . . 64 128 
S e SECHER 128 ` 32 
= 3. 64 250 
” Rezidiv in d. 6. Woche | 64 250 
Rekonval. n. "Typhus abdominalis | 64 ` 250 
Arthritis gonorrhoica . ...... ! 128 250 
Gonococoen sepsis. ........ 64 128 . 
Erysipel. .. 2.2.2.2 2 2 2 0 20a | 64 250 
Scarlatina . . . . 222222200. 128 . 250. 
5 (in Schuppung). .. .. © R8 | 250 
Influenza. Cystitis. `... | % ; 500 
„ chron. recid. Sepsis post part 128 | 500 
ER 500 
Bronchitis. .... 2 2 2 2220. | 64 | 250 
ae A Dee ze | 64 250 
ee ee aa. A 128 128 
ae ae N l 64 250 
Tetanus `... 64 250 
Morbilli e, ee AE 4 ee u 24 | 64 250 
Pleuritis exudativa . . . 2 2 22. | 32 250 





Unter den pathologischen Zuständen sind es vor allem Malaria und 
Tuberkulose, welche ein untereinander zwar gleiches, der Norm und den 
anderen Krankheiten gegenüber aber so deutlich und konstant verschiedenes 
Verhalten zeigen, daß diese Eigenschaft unseres Erachtens diagnostisch 
verwendbar ist. Wir sehen nämlich bei Malaria in 12 von 17 Fällen (70,5 %), 
bei Tuberkulose in 58 von 64 Fällen (90,6 %) eine Verschiebung der Flockungs- 
grenze nach rechts, bei normalem oder nach links verschobenem Maximum. 
Nur bei sehr starker Verschiebung der Flockungsgrenze, bis 1000, kann 
das Maximum eine geringe Verschiebung nach rechts, bis 96, zeigen. Ver- 
gleichen wir damit die Untersuchungsergebnisse bei allen anderen Krank- 
heiten und bei Gesunden, so finden wir eine Verschiebung der Flockungs- 
grenze nach rechts überhaupt nicht sehr häufig, nämlich 16mal unter 
119 Fällen (13,4%), wenn sie aber auftritt, so besteht gleichzeitig auch 
eine Verschiebung des Maximums nach rechts, ist die Verschiebung der ` 
Flockungsgrenze sehr stark, so ist es auch dementsprechend diejenige des 
Maximums, wie dies ein Fall von Lues latens zeigt (Maximum 192, Flockungs- 
grenze 1000). Nur ein einziger Fall (0,8%), eine Leberzirrhose, verhält 
sich wie Malaria und Tuberkulose. Betrachten wir nun einmal jene Fälle 
von Tuberkulose und Malaria, bei denen das oben angegebene charak- 
teristische Fällungsbild nicht eintritt, so sehen wir zunächst bei Tuber- 
kulose, daß es sich zur Hälfte um kachektische Personen, also um Kranke 
in sehr vorgeschrittenem Stadium, manchmal knapp ante exitum, handelt. 
Schließen wir die uncharakteristisch reagierenden kachektischen Fälle 
aus der Berechnung aus, so erhalten wir bei der Tuberkulose 95 % charak- 
teristisch reagierender Fälle. Bei Malaria besteht in einem Falle uncharak- 
teristischer Reaktion gleichfalls Kachexie, das Maximum ist hierbei zwar 
nach links verschoben, die Flockungsgrenze aber normal, ein zweiter Fall 
steht in Chininbehandlung und ein dritter stellt eine Kombination von 
Epilepsie mit Malaria dar. Betrachten wir aber die Untersuchungsergebnisse 
der Epilepsie in Gruppe V, so finden wir bei genuiner Epilepsie eine starke 


30 * 


458 R. Reitler: 


V. Andere Erkrankunyen (32 Fälle). 














i 

Dekomp. Insuff. mitr.. .. ....] 64 128 
Hyperacid. ventric. ........ i 32 128 
Anaemia post. part.. .. ..... 64 250 
Myocarditis, Stauung . ...... 32 250 
eebe < sea 80 a a ned l 64 250 
Myocarditis chron. . ....... 64 250 
Urethritis non gonorrh. ...... | 128 128 
Epilepsie, Helminthiasis ` . .... | 64 250 

E E EE E EE lr l 128 32 

s Dämmerzustand .. ... l 128 | 128 
Icterus catarrhalis. `, 'l 64 | 250 
Chronische Nephritis `, 64 128 
Bronch. chron , Arteriosclerose ... . 128 | 500 
Migräne. .... 22222. 64 | 250 
Nephritis chron.. .. ....... 4 | 250 
Juvenila Arteriosclerose . . . . . . 64 128 
Pleuritis sicc. . . . 2. 22222. 8 ' 128 
Osteomyelitis chron.. . . . .... 250 | 500 
Nephrolithiess . .... 2.2... 00 | 250 
Migräne . . . . 2 2 aa 64 250 
Bronchitis chron. . . ... 2... 96 500 
Ca ventriculi . . 2.2 2 2 2000. | 128 0 
Ca uteri. :- 5 2a Sa. er j 64 ! 250 
a fen aa ee echt a 96 ii 500 
5 SE e be ats Weed NE Sg | 64 , 64 
Bronchitis chron. . . . .. 2 2... 128 250 
Ulcus ventriculi . . 2.2. 2222. . 64 | 64 
Cirrhos. hepat. . . . 2.2 22.0. 48 | 500 1) 
Osteomyelytis chron. . . ..... 64 , 250 
Nephritis chron.. `... | 64 ' 250 

S EE 64 | 250 
Gonorrhoea chron.. . . . 2.2... 128 250 


Verschiebung der Flockungsgrenze nach links, so daß eine Störung des 
charakteristischen Fällungsbildes durch Epilepsie im vorliegenden Falle 
wahrscheinlich ist. Schalten wir wieder diese drei Fälle aus der Berechnung 
aus, so erhalten wir in 85,7% der Fälle das typische Verhalten. 

Für alle übrigen Krankheiten ist das bisher untersuchte Material noch 
zu klein, um daraus irgendwelche Reaktionsbilder aufstellen zu können, 
mit Ausnahme von Lues, welche kein charskteristisches Verhalten zeigt. 
Es sollte auch vorwiegend bloß zum Vergleich mit Malaria und Tuberkulose 
dienen, sowie einen Hinweis geben, ob nicht bei gewissen Erkrankungen 
gegensätzliche Reaktionsbilder "auftreten, welche bei Kombination dieser 
Erkrankungen mit Tuberkulose und Malaria den Ausfall der charakte- 
ristischen Reaktionen stören können. Von diesem Standpunkt aus ist die 
Verschiebung der Flockungsgrenze nach links bei genuiner Epilepsie sowie 
die Tendenz zu dieser Verschiebung bei Carzinom, in den ersten zwei Wochen 
von Typhus abdominalis und endlich wie erwähnt in der Gravidität hervor- 
zuheben. Die an sich schon uncharakteristisch reagierende Lues zeigt in 
Kombination mit Tuberkulose keine Störung des typischen Reaktionsbildes. 


1) Erythrozyten 5,800000, Hämoglobin 85% (Sahli). 
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Ist nun die beschriebene Reaktion diagnostisch verwertbar? Wir 
glauben diese Frage bejahen zu können, insbesondere was die Tuber- 
kulosediagnose anbelangt. Denn abgesehen davon, daß in vielen Ländern 
die Malaria überhaupt keine Rolle spielt und der typische Ausfall 
der Reaktion dann ohne weiteres als charakteristisch für Tuberkulose 
anzusprechen ist, wird ja zwischen diesen Krankheiten nur selten 
eine Differentialdiagnose in Betracht kommen. Hierfür allerdings 
wäre die Reaktion unbrauchbar. In allen jenen Fällen aber, wo Malaria 
auszuschließen ist, spricht ihr positiver Ausfall für aktive Tuberkulose, 
bei Ausschluß dieser für Malaria. Allerdings ist es viel schwieriger, 
klinisch eine geringgradige Tuberkulose auszuschließen, so daß hier- 
durch ihr Wert für die Malariadiagnose vermindert wird, welch 
letztere durch den Parasitennachweis ohnedies in den meisten Fällen 
rascher und sicherer gestellt werden kann. Wichtig ist, daß sicher 
inaktive abgeschlossene tuberkulöse Prozesse die Reaktion nicht geben, 
daß sie also nicht etwa einen allergischen Zustand des Organismus 
anzeigt, sondern eine Veränderung, welche durch die Aktivität 
eines Krankheitsprozesses bedingt wird. Dies trifft nicht bloß für 
Tuberkulose, sondern auch für Malaria zu. Eine aktive Malaria 
mit positivem Parasitenbefund und charakteristischem Leucocytenbild 
gibt die Reaktion auch dann, wenn sie, selbst längere Zeit hindurch, 
fieberlos verläuft. Unter Chininbehandlung scheint die Reaktion rasch 
zu verschwinden. Bei beiden Krankheiten ist es auffallend, daß die 
deutlichsten Reaktionen bei leichten und mittelschweren, nicht aber 
` bei schweren Fällen auftreten. Zusammenfassend kann man also sagen: 
eine Verschiebung der Flockungsgrenze nach rechts bei normalem oder 
nach links verschobenem Maximum ist charakteristisch für aktive 
Tuberkulose oder Malaria und spricht mit 99,2%, Wahrscheinlichkeit 
für das Bestehen einer dieser Krankheiten. Ein negativer Ausfall 
spricht immerhin mit großer Wahrscheinlichkeit gegen Tuberkulose 
bzw. Malaria, besonders wenn es sich nicht um kachektische Kranke 
oder um Kombinationen mit solchen Zuständen handelt, welche den 
Ausfall der Reaktion im entgegengesetzten Sinne beeinflussen. Im 
letzteren Falle könnte wohl schon eine normale Flockungsgrenze suspekt 
erscheinen. Es erhebt sich nur noch die Frage, ob die Reaktion auch 
positiv ausfällt bei ganz leichten tuberkulösen Erkrankungen, initialen 
Spitzenaffektionen usw., die klinisch nicht sicher nachweisbar sind. 
Gerade für die Erkennung dieser Stadien wäre der Nachweis durch 
eine charakteristische Reaktion sehr wertvoll. Wir selbst haben, wie 
erwähnt, die Untersuchung derartiger Krankensera bisher vermieden, 
immerhin ließe sich entsprechend dem stärkeren Ausfall der Reaktion 
bei leichteren Fällen erwarten, daß auch sie ein positives Resultat 
ergeben. Allerdings könnten auch Fälle vorkommen, bei denen die 
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durch die Erkrankung gesetzten Serumveränderungen, über deren 
Wesen im zweiten Teil noch eingehender gesprochen werden soll, derart 
gering sind, daß die Reaktion noch nicht typisch ausfällt. Dann könnte 
eventuell die Anwendung von kleinen Tuberkulinreizdosen eine charak- 
teristische Reaktion hervorrufen, wie dies von Grafe!) zur Diagnose 
mittels Erythrocytensenkungsgeschwindigkeit verwertet wurde. 

Zur Technik der Reaktion sei noch folgendes bemerkt: Es ist zur 
Feststellung des Maximums und der Flockungsgrenze natürlich über- 
flüssig, die ganze Verdünnungsreihe von 1, bis 1/,aooo aufzustellen, 
da die Zone zwischen 1/3, und !/,ooo hierfür genügt. Doch hat es sich 
gezeigt, daß es untunlich ist, das Serum sofort auf 1/,, zu verdünnen, 
da bei einem solchen Vorgehen der Ausfall der Reaktion sehr abhängig 
ist von der Zusatzgeschwindigkeit der NaCl-Lösung. Rasche Ver- 
dünnung bewirkt eine Verschiebung besonders der Flockungsgrenze, 
manchmal aber auch des Maximums nach links, langsamer tropfen- 
weiser Zusatz eine Verschiebung nach rechts. Dagegen erzielt man 
stets gleichmäßigen Ausfall der Reaktion bei der eingangs beschriebenen 
fraktionierten Verdünnung, welche ohne Schaden auch mit LA begonnen 
werden kann. Es empfiehlt sich daher, die Verdünnung in dieser Weise 
‚vorzunehmen und dann bloß die Röhrchen !/,, bis Zog mit Kupfer 
zu beschicken. 


II.» 


Wenn wir in das Wesen des ganzen Fällungsvorgangs weiter ein- 
dringen wollen, so werden wir gut tun, uns zunächst darüber klar zu ` 
werden: was geschieht, wenn eine Kupferplatte in reines Wasser 
taucht? Die Lösungstension des Kupfers bewirkt, daß positiv geladene 
Kupferteilchen in Lösung gehen. Im gleichen Moment ladet sich jedoch 
die Platte selbst negativ auf und fixiert den größten Teil der positiv 
geladenen Teilchen, so daß nur so viel wirklich in Lösung gehen, als 
dem Überwiegen der Lösungstension über die elektrostatische An- 
ziehung entspricht (vgl. hierzu Nernst, Theoretische Chemie). Da über- 
dies der osmotische Druck der gelösten Teilchen der Lösungstension 
entgegenwirkt, ist es klar, daß rasch ein Gleichgewichtszustand eintritt, 
so daß nur minimale Mengen von Kupfer tatsächlich in Lösung sein 
können. Die Sachlage ändert sich jedoch, wenn die Kupferplatte 
nicht in reines Wasser, sondern in ein disperses System eintaucht, 
dessen disperse Phase die Fähigkeit hat, das Kupfer entweder chemisch 
oder durch Adsorption zu binden. In diesem Falle werden in dem 
Maße, als Kupferteilchen ‚abgefangen‘‘ werden, neue in Lösung gehen 
können, so daß unter sonst gleichen Bedingungen mehr Kupferteilchen 


1) Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 19. 
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abgegeben sein werden als in reinem Wasser. Tatsächlich stellt das 
Serum ein solches System dar, so daß hier immerhin größere, wenn 
auch nach kurzer Einwirkung noch nicht chemisch nachweisbare 
Kupfermengen zur Wirkung gelangen. Die kolloiden, negativ geladenen 
Serumeiweißteilchen können, wenn wir von ihrer Oberflächenwirksam- 
keit absehen wollen, zu mindest so viel positive Kupferteilchen ad- 
sorbieren, bis sie elektrisch neutral sind. Dieser isoelektrische Punkt 
stellt nun bei jedem Kolloid den Punkt der maximalen Fällbarkeit 
dar. Wir verstehen nun die geringere Fällung in den höheren Serum- 
konzentrationen sowie ihre größere Reversibilität: Vor allem ist zur 
Fällung einer größeren Eiweißmenge mehr Kupfer nötig als zur Fällung 
einer geringeren. Sehr starke Serumkonzentrationen werden daher 
bei kürzerer Kontaktdauer überhaupt nicht sichtbar gefällt werden. 
Bei weitergehender Verdünnung wird das in Lösung gehende Kupfer 
zunächst von den der Platte anliegenden Eiweißteilchen adsorbiert, 
bis diese auf den isoelektrischen Punkt gebracht und ausgefällt sind. 
Nunmehr überzieht die Fällung, entsprechend der großen Zahl der 
einzelnen Teilchen, die Platte wie eine Haut und läßt weitere Kupfer- 
teilchen nur viel schwerer in Lösung gehen. Nach Mischung dieser 
Fällung durch Umschütteln verteilt sich jedoch das adsorbierte Kupfer 
auf alle Eiweißteilchen, so daß ein merklicher Teil der Fällung wieder 
in Lösung gehen kann. Ist die Verdünnung noch größer, so genügen 
schon relativ wenige Kupferteilchen zur Fällung des ganzen vorhandenen 
Eiweißes, außerdem wird der Lösungsvorgang durch die Fällung nicht 
mechanisch behindert. Das Maximum der Fällung wird bei jener 
Serumverdünnung eintreten, bei welcher die größte Zahl von Kolloid- 
teilchen auf den isoelektrischen Punkt gebracht ist. Seine Stellung 
in der Verdünnungsreihe wird demnach abhängig sein: 1. Von dem 
ursprünglichen Gesamteiweißgehalt des Serums. Eiweißreichere Sera 
müssen ihr Maximum bei geringerer Konzentration haben als eiweiß- 
ärmere. 2. Von dem Mischungsverhältnis der einzelnen Eiweißfraktionen 
bzw. von ihrer Stabilität. Je mehr von leicht fällbaren Fraktionen 
vorhanden ist, oder je labiler das Eiweiß ist, desto höher wird die zur 
maximalen Fällung geeignete Konzentration sein. Die Flockungs- 
grenze wird bei jener Verdünnung auftreten, bei der noch eine zur 
makroskopischen Flockenbildung genügend große Anzahl von Teilchen 
bis zum isoelektrischen Punkt aufgeladen wird. Weitergehende Ver- 
dünnungen werden wegen zu geringer Eiweißmenge keine oder nur 
sehr langsam auftretende Flockenbildung erkennen lassen. Sie wird 
bei größeren Verdünnungen liegen, wenn 1. der Gesamteiweißgehalt 
des Serums vermehrt ist, 2. wenn das Serum erhöhte Labilität zeigt. 

Ein eiweißreiches Serum mit normaler Relation der einzelnen 
Fraktionen wird also dem normalen gegenüber eine Verschiebung des 
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Maximums wie auch der Flockungsgrenze nach rechts in der Richtung 
der größeren Verdünnung zeigen müssen. Ein normal konzentriertes 
mit relativer Vermehrung leicht fällbarer Fraktionen oder von größerer 
Labilität eine Verschiebung des Maximums nach links in der Richtung 
der höheren Konzentration und eventuell auch eine Verschiebung der 
Flockungsgrenze nach rechts. Ein Serum endlich, welches beide Eigen- 
schaften zeigt, übernormalen Gesamteiweißgehalt und leichtere Fäll- 
barkeit, wird demnach eine nach rechts verschobene Flockungsgrenze 
bei normal gelegenem oder nach links verschobenem Maximum auf- 
weisen, ersteres dann, wenn sich die beiden Verschiebungen des Maxi- 
mums kompensieren, letzteres, wenn die durch die leichte Fällbarkeit 
bewirkte Verschiebung des Maximums nach links über die durch den 
erhöhten Eiweißgehalt verursachte nach rechts überwiegt. Dies alles 
unter Voraussetzung eines gleichen Lipoidgehalts der Sera. Änderungen 
im Lipoidgehalt oder im quantitativen Verhältnis der einzelnen Serum- 
lipoide zueinander könnten möglicherweise auch eine Fällbarkeits- 
änderung der Eiweißkörper bedingen. [Vgl. hierzu A. Jarisch, der in 
den Serumlipoiden die Regulatoren des physikalischen Zustandes der 
Eiweißkörper sieht!)]. Nach diesen Überlegungen wäre also das Serum 
von Malarikern und Tuberkulotikern charakterisiert als ein übernormal 
eiweißreiches Serum von erhöhter Labilität. — Nun konnte einerseits 
A. Hahn?) das Auftreten eines Doppelstickstoffs im Serum solcher 
Patienten nachweisen, bei denen stärkerer Gewebszerfall besteht, 
andererseits fand I. o Daränyi?), daß bei pathologischem Gewebs- 
zerfall die Sera durch alle möglichen fällenden Maßnahmen (Wärme, 
HgCl, usw.) leichter ausgeflockt werden als normale Sera. Möglicher- 
weise stellt der erstgenannte Befund eine Bedingung für die von Daränyı 
festgestellte Erscheinung dar, uns interessiert diese aber vor allem, 
da wir es mit pathologischem Zellzerfall sowohl bei aktiver Tuberkulose 
als auch bei Malaria zu tun haben. Eine weitere gemeinsame Eigen- 
schaft von Seris Malaria- und Tuberkulosekranker wurde jüngstens 
von H. Heinemann‘) beschrieben. Dieser Autor fand, daß im spezi- 
fischen Komplementablenkungsversuch mit Alttuberkulin als Antigen 
nicht nur das Serum Tuberkulöser, sondern auch dasjenige Malaria- 
kranker eine Komplementablenkung bewirkt. Nun wissen wir heute, 
daß jeder Komplementablenkung ein (mitunter vielleicht auf der 
Reaktion spezifischer Antigene und Antikörper beruhender) Fällungs- 
vorgang zugrunde liegt, der durch seine antikomplementäre Wirkung 
nur am einfachsten sichtbar gemacht werden kann, dessen Wesen als 


1) Med. Klin. 1922, Nr. 2. 

2) Berl. klin. Wochenschr. 1921, Nr. 29. 

3) Deutsch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 17. 
4) Münch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 28. 
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eine Verminderung des Dispersitätsgrades aber von Jakobsthal und 
Liebers!) ultramikroskopisch bei der Wassermannreaktion nach- 
gewiesen wurde. Wir sind also nicht berechtigt, aus dem Komplement- 
schwund allein schon auf die Spezifität einer Reaktion zu schließen, 
sondern können daraus nur den Eintritt eines die Kömplementwirkung 
verhindernden Fällungsvorgangs entnehmen. Wenn es sich nun gar 
um zwei Krankheiten handelt, deren Erreger hinsichtlich ihrer syste- 
matischen Stellung im Organismenreich so grundverschieden sind wie 
Tuberkulose und Malaria, so werden wir wohl gut tun, die Heinemann- 
sche Komplementablenkung nicht als den Ausdruck einer spezifischen 
Antigen-Antikörperreaktion aufzufassen, sondern bloß als das Zeichen 
einer größeren Labilität des Tuberkulotiker- und Malarikerserums 
gegenüber bestimmten Substanzen. Über weitere physikalisch-chemische 
Änderungen des Serums bei Malaria ist, abgesehen vom häufigen Auf- 
treten einer positiven Wassermannschen Reaktion, bisher nicht viel 
bekannt. Ziemann?) gibt eine allmählich eintretende Hydrämie an, 
was wohl nur für die kachektischen Zustände zutreffen wird. M. Mayer 
fand bei einer Tsetseinfektion des Hundes eine relative Vermehrung 
des Fibrinogens + Globulin gegenüber dem Albumin. Ein analoger 
Befund bei malariakranken Menschen wurde bisher noch nicht erhoben. 
Eine Iipämie des Blutes ist wahrscheinlich und wird von Crespin und 
Beguet?) vermutet, ist jedoch noch nicht sicher nachgewiesen. 

Viel besser sind wir über diese Verhältnisse bei der Tuberkulose 
informiert, und zwar nahmen die Untersuchungen über physiko- 
chemische Zustandsänderungen des Serums zum Teil ihren Ausgang 
von der beschleunigten Senkungsgeschwindigkeit der Erythrozyten im 
Zitratblut Tuberkulöser. Dieses Phänomen wurde zunächst von 
Fahräus?) als charakteristisch für Gravidität angesprochen. Bald 
zeigte es sich jedoch, daß es bei allen möglichen Erkrankungen, Lues 
congenita), verschiedenartigen Entzündungen und malignen Tu- 
moren®) usw. und unter anderem auch bei Tuberkulose?) zu einer 
solchen Senkungsbeschleunigung kommt. Dies war um so eher zu 
erwarten, als ja die Senkungsgeschwindigkeit nicht nur von der Plasma- 
beschaffenheit, sondern auch von der Größe und dem Hämoglobin- 


1) Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskr. 69, 513, 1911. 

2) Mense, Handb. d. Tr. Kr. 5/l, 1917. 

3) Bull. Soc. Path. exot. Vol.3, No. 10. 

4) Diese Zeitschr. 89, H. 5/6, 1918. 

5) Bätzold, Münch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 23. 

6) Löhr, Deutsch. med.. Wochenschr. 1922, Nr. 12. 

7) Frisch und Starlinger, Med. Klin. 1921, Nr. 38/39; A. Westergren, 
Act. med. Skand. 54, 1921, Beitrag z. Klin. d. Tuberk. 46, H. 2; G. Katz, 
Zeitschr. f. Tuberk. 85, H. 6; Dreyfuß und Hecht, Münch. med. Wochen- 
schrift 1922, Nr. 21. 
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gehalt der Erythrozyten!) sowie von deren elektrischer Ladung?) 
abhängt. Doch haben diese Untersuchungen zu einem weiteren Er- 
 gebnis geführt, das für die Beurteilung unserer Reaktion von Interesse 
sein dürfte. Starlinger®) zeigte nämlich gleichzeitig mit Fahräus, daß 
einer der Faktoren, welche die Senkungszeit beeinflussen, der Fibri- 
nogengehalt des Blutplasmas sei, und fand, von dieser Tatsache aus- 
gehend, eine erhöhte Ausflockbarkeit des Plasmas bei Tuberkulose 
durch konzentrierte NaCl-Lösung, welche er auf eine quantitative 
Vermehrung der Fibrinogenfraktion zurückführt®), im Gegensatz zu 
Sachs und v. Oettingen°®), welche in einer erhöhten Plasmaflockbarkeit 
eine erhöhte Labilität der Fibrinogenfraktion erblicken. Wie immer 
dem sei, eine größere Fällbarkeit des Blutplasmas Tuberkulöser ist 
als sichergestellt anzunehmen. Allerdings wird diese Reaktion allein 
kaum als charakteristisch für Tuberkulose anzusehen sein, da eine 
Vermehrung der Fibrinogenfraktion einem erhöhten Eiweißzerfall 
entspricht und wir somit wieder auf die allgemeine Beobachtung von 
Darànyi zurückkommen. — Eine andere Art der Zustandsänderung, 
die Schwankungen des Wassergehalts des Serums, wurde besonders 
umfassend von R. Meyer-Bisch®) untersucht, der zu folgenden Re- 
sultaten kam: Leichte Fälle von Tuberkulose zeigen keine Änderung 
im Wasserhaushalt. Das zweite Stadium ist charakterisiert durch 
Bluteindickung, also erhöhten Eiweißgehalt des Serums, im kachek- 
tischen Stadium endlich besteht Hypoalbuminose. 

Auf Grund all dieser Befunde charakterisiert sich das Serum des 
Tuberkulösen ebenso, wie wir es nach unseren Kupferfällungsversuchen 
postuliert haben: Als ein leicht fällbares Serum von erhöhtem Eiweiß- 
gehalt, eine Zustandsform, die auch für das Malarikerserum kenn- 
zeichnend sein dürfte. Auch das tuberkuloseähnliche Verhalten des 
Serums der Leberzirrhose ist so zu erklären. Ein starker Gewebszerfall 
bestand bei diesem Schwerkranken gewiß, ebenso war eine Blut- 
eindickung durch den Blutbefund nachweisbar. Infolgedessen kam es 
zu einer ‚„unspezifischen Reaktion“. Durch die Untersuchungen von 
Meyer- Bisch erklärt sich auch der uncharakteristische Ausfall der 
Kupferreaktion bei den Fällen von schwerster Tuberkulose und wohl 
auch bei dem einen Fall von Malariakachexie. Beide Zustände sind 
durch Hypalbuminose des Serums ausgezeichnet und können daher 


1) Marloff, Pflügers Arch. 1919, S. 369. 

2) Schade, Die phys. Chem. in der inn. Med. Leipzig 1922. 

3) Diese Zeitschr. 1921, S. 123. 

4) Med. Klin. 1922, Nr. 8. 

6) Münch. med. Wochenschr. 1921, Nr. 12. 

D Deutsch. Arch. f. klin. Med.; Med. Klin. 1922, Nr. 3; Sitzungsber. 
d. Med. Gesellsch., Göttingen 17, 10, 1921. 
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keine Verschiebung der Flockungsgrenze nach rechts mehr zeigen. 
Allerdings müßte in diesen Fällen eine Verschiebung des Maximums 
nach links erwartet werden, was nur bei der Malariakachexie zutrifft. 
Wir möchten das Fehlen dieser Erscheinung bei den schweren Tuber- 
kulosen am ehesten damit erklären, daß bei solchenFällen mit schwerstem 
Gewebszerfall sicher auch eine wesentliche Veränderung des Lipoid- 
gehalts im Serum anzunehmen ist, welche eine hemmende Wirkung 
auf die Fällbarkeit ausüben könnte. Wir schließen das aus einer merk- 
lichen Fällungshemmung, welche durch den Zusatz kleiner Mengen 
von verdünntem Wassermannantigen bewirkt werden kann. Überhaupt 
soll der vorstehende Erklärungsversuch nicht mehr als die Grund- 
ursachen der pathologischen Verschiebung von Flockungsgrenze und 
Fällungsmaximum verständlich machen. Daß noch andere modifi- 
zierende Umstände mitspielen werden, ist gewiß. So läßt z. B. der 
erwähnte besonders charakteristische Ausfall der Rsaktion gerade bei 
den leichteren Fällen von Lungentuberkulose, sowie bei den Fällen 
mit der prognostisch meist günstigeren chirurgischen Tuberkulose, und 
endlich bei den afebrilen Malarikern an eine Mitwirkung der spezi- 
fischen Antikörper denken, welche in diesen Fällen als besonders reichlich 
vorhanden angenommen werden müssen. Endlich muß auch in Be- 
tracht gezogen werden, daß schon geringe Änderungen im Wasser- 
gehalt des Serums die Stabilität der Kolloide beeinflussen können. 
Wir haben in vorstehenden Ausführungen stillschweigend zwei 
Annahmen gemacht, welche noch der näheren, zum Teil experimentellen 
Untersuchung bedürftig sind. Fürs erste haben wir die Bindung zwischen 
Kupfer und Serum als eine Adsorptionserscheinung betrachtet. Ein 
strikter Boweis hierfür wäre nur durch eine Untersuchung möglich, 
welche die quantitative Verteilung des Kupfers zwischen Wasser und 
Serumeiweiß bei verschiedenen Mengen des in Reaktion tretenden 
Kupfers feststellen würde. Dies ist infolge der minimalen Metallmengen 
unmöglich. Doch zeigt der Fällungsvorgang bestimmte Eigenschaften, 
welche ihn als wenigstens zum Teil durch Adsorptionsvorgänge bewirkt 
ansprechen lassen. Da ist es in erster Linie die Reversibilität, die für 
eine solche Annahme spricht, denn reine Adsorptionsvorgänge sind 
absolut reversibel. Ferner die relativ große Wirkung minimaler Sub- 
stanzmengen und endlich die Schnelligkeit des Reaktionseintritts 
(vgl. hierzu Schade, L c.). Sicher erfolgt bei längerer Einwirkungsdauer 
auch eine chemische Bindung (Bildung von Kupferalbuminat). — 
Zweitens haben wir angenommen, daß das Kupfer allein das fällende 
Agens sei. Eine genauere Analyse des Fällungsvorgangs lehrt jedoch, 
daß dies nicht richtig ist. Setzen wir nämlich die Serumverdünnung 
statt mit 0,9proz. NaCl-Lösung mit destillierttem Wasser an, so beob- 
achten wir bei sonst gleichen Bedingungen nur eine minimale Trübung 
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und überhaupt keine Flockung. Daraus geht hervor, daß das NaCl 
eine wesentliche Rolle bei der Fällung spielt, und es erhob sich die Frage, 
ob diese Mitwirkung osmotischer oder ionischer Natur sei. Entweder 
tritt nämlich die Fällung nur ein, wenn das Serum unter physiologischen 
osmotischen Druckverhältnissen steht, oder aber spielen die Na- bzw. 
Cl-Ionen bei der Fällung eine Rolle. Zur Klärung dieser Frage wurden 
folgende Versuche angestellt: Von verschiedenen Seris wurden gleich- 
artige Verdünnungsreihen hergestellt mit: 

l. 0,45proz. NaCl-Lösung, 

2.09 ,„ ei 

3.18 ,„ e 

4. mit Normosallösung. 

Das Normosal stellt ein Salzgemisch dar, welches alle im Serum 
vorkommenden Salze im physiologischen Mischungsverhältnis enthält, 
und somit nicht nur den normalen osmotischen Druck, sondern auch 
das dem Serum entsprechende Ionengleichgewicht herstellt. Es ist 
bekannt, daß solche Salzgemische die maximale Stabilität der Körper- 
kolloide in ihrem natürlichen Kolloidzustand garantieren. Wurden 
nun solche Verdünnungsreihen der Kupferfällung unterworfen, so 
zeigte sich, daß die Fällungsintensität bei Versuchsanordnung 1 bis 3 
nicht merklich verschieden war, meist traten jedoch bei Versuch 1 und 3 
Verschiebungen des Maximums und der Flockungsgrenze gegenüber 
Versuchsanordnung 2 ein, und zwar bei Versuch 1 eine Verschiebung 
des Maximums nach rechts, bei Versuch 3 eine solche der Flockungs- 
grenze nach links. Die Normosalverdünnungen hingegen verhielten 
sich wie solche mit destilliertem Wasser, es kam nur zu einer gering- 
fügigen Trübung, die Flockung blieb ganz aus. Aus diesen Versuchen 
geht also klar hervor, daß selbst beträchtliche Änderungen des osmo- 
tischen Druckes nur relativ geringfügige Änderungen des Fällungs- 
vorgangs zur Folge haben, daß derselbe aber weitgehend beeinträchtigt 
wird, wenn unter Beibehaltung des sonst verwendeten osmotischen 
Druckes die Wirksamkeit der NaCl-Ionen durch Zusatz antagonistischer 
Ionen paralisiert wird. Die Förderung der Fällung durch Kochsalz- 
lösung ist daher nicht osmotischer, sondern ionischer Natur. Wir ver- 
stehen nun auch den oben erwähnten Einfluß der Verdünnungsgeschwin- 
digkeit auf den Ausfall der Reaktion. Wenn die NaCl-Lösung mehr 
ist als eine indifferente Verdünnungsflüssigkeit und bei der Reaktion 
mitwirkt, so entspricht es nur einem in der Kolloidchemie allgemein 
gültigen Grundgesetz, daß die Zusatzgeschwindigkeit eines Agens von 
Bedeutung für Ablauf- und Endzustand der Reaktion ist. 

Dieser komplexe Fällungsvorgang erinnert an die Ergebnisse der 
Untersuchungen Bordets über den Mechanismus der Agglutination!). 


1) Ann. Pasteur 1899. 
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Bekanntlich hat dieser Autor nachgewiesen, daß eine Verklumpung 
der agglutinablen Substanz in destilliertem Wasser nach Agglutinin- 
zusatz nicht erfolgt, wohl aber sofort eintritt, sobald die entsprechende 
Menge NaCl zugesetzt wird, daß somit die Agglutination ein zwei- 
phasiger Vorgang ist: die erste Phase, Bindung von Agglutinin an die 
agglutinable Substanz, bewirkt keine sichtbare Veränderung, erst die 
zweite Phase, die Aussalzung, läßt die in der ersten eingetretene Ver- 
änderung sichtbar werden. Nach Porges!) beruht dieser Vorgang 
darauf, daß die Bakterien, welche ursprünglich den Charakter des 
hydrophilen (emulsionskolloiden) Eiweiß haben, durch die Agglutinin- 
bindung suspensionskolloiden Charakter annehmen und nun schon 
durch geringe Salzkonzentrationen ausfällbar sind. Bei unseren Ver- 
suchen war demnach die Frage zu beantworten, welche der beiden 
Wirkungen die primäre, welche die sekundäre sei. Zu dem Zwecke 
wurden, analog dem Vorgehen Bordets, Verdünnungsreihen verschie- 
dener Sera mit destilliertem Wasser angesetzt und nach einstündiger 
Kupfereinwirkung jedem Röhrchen die entsprechende Menge Kochsalz 
hinzugefügt. Als Kontrolle dienten Verdünnungsreihen der gleichen 
Sera mit 0,9proz. Kochsalzlösung. Es zeigte sich hierbei, daß der 
nachträgliche Salzzusatz keinerlei Wirkung ausübte, daß demnach 
die Salzwirkung die erste, präparatorische, die Kupferwirkung die 
zweite, fällende Phase der Reaktion darstellt. Mit diesen Versuchen 
ist unseres Wissens zum erstenmal der Beweis erbracht worden, daß 
die physiologische Kochsalzlösung auch den Serumkolloiden gegenüber 
nicht ‚physiologisch‘ ist, wie dies Rössle?) schon für die Gewebszellen 
nachweisen konnte. 

Die Kochsalzwirkung muß nun, entsprechend den Gesetzmäßig- 
keiten der ‚‚Hofmeisterschen Reihen‘“?), in größter Abhängigkeit von 
der Reaktion des Mediums sein. Die extreme Stellung des Na in der 
Kationenreihe bringt es mit sich, daß die Änderung seiner Wirkung 
bei saurer und alkalischer Reaktion allein von Bedeutung sein wird, 
gegenüber der geringen Wirkungsänderung, welche das Cl mit seiner 
zentralen Stellung in der Anionenreihe erfährt. Stimmt diese An- 
nahme, so müßten wir in saurer Reaktion verstärkte, in alkalischer 
Reaktion verminderte, Fällung erhalten. Tatsächlich zeigte sich folgen- 
des: Bei Verwendung einer Kochsalzlösung, welche n/10000 NaOH 
enthielt, war die Flockung minimal, die Flockungsgrenze nach links 
verschoben. Zusatz von HO n/10000 bewirkte eine Verschiebung 
der Flockungsgrenze nach rechts, die Flockung war etwas massiger. 


1) Zentralbl. f. Bakt. 40, 133, 1905. 
2) Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 37. 
3) Vgl. hierüber Höber, Die physiol. Chem. d. Zelle usw. 3. Aufl. Kap.9. 
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n/1000 NaOH hemnite die Reaktion vollständig, es trat nicht einmal 
eine leichte Trübung ein, n/1000 HCl bewirkte mächtige Verstärkung 
der gesamten Fällung. Ein noch weitergehender Zusatz von Säure 
wie auch Alkali verhinderte jedoch gleichmäßig die Fällung vollständig, 
wahrscheinlich durch ‚Wegfangen‘‘ sämtlicher wirksamer Kupfer- 
teilchen und Bildung von CuCl, bzw. Cu(OH),. — Daß endlich die Reak- 
tion des Lösungsmittels auch von Einfluß auf die Lösungstension des 
Metalls ist, sei ebenfalls noch erwähnt. — Als praktische Folge dieser 
Versuche ergibt sich, daß auch schon minimale Spuren von Säure 
bzw. Alkali das Reaktionsbild uncharakteristisch gestalten können und 
daher diese Fehlerquelle streng vermieden werden muß. 

Zusammenfassend läßt sich also sagen: Die Serumeiweißfällung 
durch oligodynamische Metallwirkung ist ein komplexer Vorgang, 
hervorgerufen durch den Symergismus der fällenden Natriumionen- 
wirkung in neutraler Lösung mit der auf elektrischer Neutralisierung 
der Serumkolloide beruhenden Kupferwirkung. Das auf solche Weise 
erzielbare Reaktionsbild bei einzelnen Seris wird von mannigfachen 
Faktoren beeinflußt und ist nicht einfach ein Ausdruck der Stabilität 
der Kolloide. — Unter Einhaltung der im ersten Teil angeführten 
Kautelen gibt die Serumfällung mit Kupfer ein charakteristisches und 
diagnostisch brauchbares Reaktionsbild bei Tuberkulose und im ge- 
ringeren Grade auch bei Malaria. 

Eine Fortführung der Versuche unter Zugrundelegung der an- 
gegebenen Versuchsanordnung mit verschiedenen Metallen und ver- 
schiedenen Elektrolytlösungen als Verdünnungsmittel scheint aus- 
sichtsreich zur Charakterisierung der physikalischen Serumverände- 
rungen bei verschiedenen Krankheiten, da sich auf Grund der ver- 
schiedenen Ionenwirksamkeit entsprechend den Hofmeisterschen Reihen 
einerseits, der verschiedenen Stellung der Metalle in der elektrischen 
Spannungsreihe andererseits erwarten läßt, daß die zahlreichen Kom 
binationsmöglichkeiten dieser Agentien zur Aufdeckung weiterer 
Charakteristika der Sera verhelfen werden. 


Untersuchungen | 
über die Glykogen abbauende Fähigkeit des Blutserums. 


Von 
Dionys Fuchs und Géza Hetényi. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der Pázmány Peter-Universität in 
Budapest.) 


(Eingegangen am 23. Januar 1923.) 


Unsere Untersuchungen bezweckten das Studium der Glykogen 
abbauenden Fähigkeit des Serums bei Diabetikern und Nichtdiabetikern. 

Lépine!) fand die Blutamylase im Diabetes vermindert, im Phloridzin- 
diabetes dagegen vermehrt. Im Gegensatz zu Lépine und 'Vigliani?) konnte 
Wohlgemuth?) weder nach Adrenalin-, noch nach Phloridzin- bzw. Phloretin- 
behandlung eine Zu- oder Abnahme der Blutdiastase nachweisen: auch 
Asphyxie konnte sie nicht beeinflussen. Nach Wynhausen*) gibt es keinen 
sicheren Zusammenhang zwischen Diabetes und Blutamylase. Mit der 
Wohlgemuthschen Methode arbeitend, fand er bei 57 Nichtdiabetikern 
einen durchschnittlichen D3, -Wert von 34,87 Einheiten (Maximum 125 
bis Minimum 12,5), bei 31 Diabetikern 33,30 Einheiten (Maximum 80 bis 
Minimum 12,5). Moeckel fand eher niedrigere Werte, und Ghedini’) kon- 
statierte ein fast gänzliches Fehlen der Amylase. 

Die Ergebnisse stellen uns also die Diastasenmenge — sowohl 
bei den verschiedenen Krankheiten, als auch bei demselben Kranken — 
als eine sehr schwankende Größe dar. Die Frage ist somit nicht er- 
ledigt und ein sicherer Zusammenhang zwischen Blutamylasengehalt 
und der Glykämie ist nicht nachgewiesen. 

Unsere Versuche haben wir in der folgenden Weise angestellt: 
Das von Hämoglobin vollkommen befreite Serum wurde mit der gleichen 
Menge einer lproz. Glykogenlösung zusammengebracht und nun das 
Drehungsvermögen dieser Mischung im Präzisionspolarimeter von 
Schmidt-Hänsch mit der Methode beobachtet, die unter dem Namen 
der Abderhaldenschen optischen Methode bekannt ist. Die stärkere 


1) Lépine, C. r. 118, 1014, 1891. 

2) Vigliani, Biochem. Zentralbl. 8, 185. 

3) Oppenheimer, Fermente, S. 329. 

4) Wynhausen, Berl. klin. Wochenschr. 47, 1281, 1910. 
5) Ghedini, Biochem. Zentralbl. 14, 1526. 
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Veränderung des Drehvermögens zeigt einen stärkeren Glykogen- 
abbau an. 

Wir haben 80 Fälle in dieser Weise untersucht. Von einer detail- 
lierten Wiedergabe unserer Ergebnisse muß wegen Raummangel Ab- 
stand genommen werden. Hier die Durchschnittswerte: 








` Zahl der Fälle | Diabetiker | Nichtdiabetiker 


Erste Versuchsreihe (Fuchs) . . ` 33 | — 0,053° er 0,036° 
Zweite Versuchsreihe (Hetenyi) . 47 | — 0,070 — 0,063 








Die Zahlen bedeuten die Differenz zwischen den Drehungswerten 
am Anfang und zur Zeit der Beendigung des Versuches. 

Das Glykogenabbauvermögen des diabetischen Blutserums übertrijfi 
also dasjenige der Nichtdiabetiker — in der ersten Serie durchschnittlich 
um — 0,017°, in der zweiten Serie um — 0,007°. 

Was das Drehvermögen des Serums bei anderen Erkrankungen 
betrifft, so finden sich ziemlich schwankende Zahlen. 





Eine eingehende Betrachtung über die Berechnung eines 
Respirationsversuches nach dem Zuntz-Geppertschen Prinzip. 


Von ` 


W. Klein und M. Steuber. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1923.) 


Für die Kohlensäureproduktion und den Sauerstoffverbrauch 
eines Zuntz-Geppertschen Respirationsversuches sind zwei Rechnungs- 
arten gebräuchlich, die, wenn sie richtig angewandt werden, genau 
dieselben Resultate ergeben. Trotzdem haben diese Verschiedenheiten 
der Berechnungen zu Ansichten bezüglich der Brauchbarkeit der 
Zuntz-Geppertschen Methode geführt, die geeignet sind, die sehr einfache 
und einwandfreie Methode in Mißkredit zu bringen. Beide Berech- 
nungen werden dadurch kompliziert, daß man an den durch die Analyse 
gefundenen Prozentwerten von Kohlensäure und Sauerstoff eine Um- 
rechnung vornehmen muß, ehe man die wirkliche Kohlensäureproduktion 
und den Sauerstoffverbrauch berechnen kann. Während sich bei der 
einen Rechnungsart die Umrechnung der gefundenen Prozentwerte 
ganz logisch auf die wirklich eingeatmete Luftmenge bezieht, muß 
bei der zweiten Berechnung die Inspirationsluft mit Hilfe eines be- 
stimmten Faktors so weit erhöht werden, daß die Differenzen der 
Kohlensäure bzw. des Sauerstoffs zwischen der In- und Exspirationsluft 
so groB werden, daß sie direkt mit dem an dem Gasmesser abgelesenen 
Volumen multipliziert werden können, um den richtigen Wert für die 
Kohlensäureproduktion und den Sauerstoffverbrauch zu ergeben. 

Um jede Unsicherheit und besonders die Schwierigkeiten zu be- 
seitigen, die fast jeder Anfänger hat, geben wir an Hand einer theore- 
tischen Alkoholverbrennung je ein Beispiel der einzelnen Rechnungs- 
arten an. 

Erste Rechnungsart. 

Verbrannt werden 20 Mol. Aethylalkohol (C,H,O) in einem Luft- 
volumen von 1000 ccm. In diesen 1000 ccm Luft sind enthalten 0,3 ccm 
Kohlensäure, 209,0 ccm Sauerstoff und 790,7 ccm Stickstoff. Ver- 
braucht werden dabei 60 Vol. Sauerstoff. Davon erscheinen 40 Vol. 
als Kohlensäure wieder in dem Gasgemisch, während die übrigen 
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20 Mol. an Wasserstoff gebunden werden und vollständig verschwinden. 
Das Volumen verringert sich dabei von 1000 auf 980 cem. In diesen 
980 cem befinden sich jetzt 40,3 ccm Kohlensäure (0,3 ccm aus 1000 ccm 
Luft), 149 ccm Sauerstoff und 790,7 ccm Stickstoff. Da aber eine 
Analyse immer nur auf 100 bezogen werden kann, so ergibt sich eine 
Zusammensetzung von: 


4,112% CO,, 15,204% O, und 80,684% N,. 


Daß man hierbei die gefundenen Sauerstoffprozente der Analyse 
nicht einfach von 20,9% des Inspirationsgases abziehen darf, um das 
genaue Sauerstoffdefizit zu erhalten, sieht man an dem veränderten 
Stickstoffwert der Analyse. Man muß also hier eine Umrechnung des 
gefundenen Sauerstoffprozentes und ebenso der Kohlensäureprozente 
vornehmen. Vergleicht man die oben angegebene Zusammensetzung 
der Luft vor und nach der Verbrennung, so sieht man, daß die Stick- 
stoffmenge die gleiche geblieben ist. Auf diesem Gleichbleiben des 
Stickstoffs beruht nun die Umrechnung der gefundenen Prozentwerte. 
Ergibt unsere Analyse 80,684 %, Stickstoff, so kann dieser erhöhte 
Wert nur durch eine Volumenverminderung hervorgebracht werden. 
Ebenso wie auf den Stickstoff wirkt sich die Volumenverminderung 
prozentual auch auf die Sauerstoff- und Kohlensäurewerte aus. Wenn 
man den Stickstoffwert des Endgases auf den Anfangswert, also auf 
79,07 ccm zurückführt, muß man die gefundenen Kohlensäure- und 
Sauerstoffwerte um den gleichen prozentualen Betrag vermindern. 
Die Proportion gestaltet sich dann wie folgt: 


80,684 : 79,07 wie 15,204 : x, 


also 
79,07 
x = 15,204 30.684 14,90, 
für die Kohlensäure dementsprechend 
79,07 
4,112. —_— = 
‚112 50.684 4,030 


Von diesem berechneten Kohlensäurewert muß jetzt der Kohlensäure- 
gehalt der Luft mit 0,03 abgezogen werden (4,030 — 0,03 = 4,00). 
Das wahre Sauerstoffdefizit ergibt sich aus der Substraktion des um- 
gerechneten Sauerstoffwertes von dem Sauerstoff, der in 100 ccm 
Luft enthalten ist, also 20,90 — 14,90 = 6,00 cem. Die gefundenen 
Werte werden nun gewöhnlich mit dem an der Gasuhr abgelesenen 
reduzierten Exspirationsgas multipliziert, was augenscheinlich falsch 
ist. Rechnet man z. B. unser Sauerstoffdefizit mit dem Eindgas, 
also mit 980 ccm aus, so erhält man nur 58,8 eem Sauerstoff 
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statt 60,0; dies ergibt einen Fehler von rund 2%. Es ist daher nötig, 
N, der Exspirationsluft - 
das abgelesene Endgas mit dem Faktor N der Aubalaf 
= e zu multiplizieren. In unserem Beispiel 980 . E ergibt 
wieder 1000 ccm. Multipliziertt man hiermit die Kohlensäure- und 
Sauerstoffwerte, so findet man die richtige Kohlensäureproduktion 
von 40 ccm und den Sauerstoffverbrauch von 60 cem. Wie man sieht, 
handelt es sich bei dieser Umrechnung um die Division bzw. Multi- 
RR a ‘N, der Exspirationsluft i 
plikation mit ein und demselben Faktor N, der Aaka Die 
durch die Analyse gefundenen CO,- bzw. O,-Prozente werden mit 
diesem Faktor dividier. Das abgelesene Exspirationsgas hingegen 
wird multipliziert. Zur Erleichterung der Berechnung läßt sich eine 
Tabelle aufstellen, deren angegebenen Zahlen von den direkt gefundenen 
Analysenwerten entsprechend ihrer N,-Prozente abgezogen werden. 
Eine solche fügen wir als Tabelle I und II hinzu; ebenso eine Multi- 
plikationstabelle (Tabelle III) für das umzurechnende Exspirationsgas. 
Die zweite Rechnungsart geht analog der ersten vor sich. Legt 
man wieder die gefundenen Werte der Analyse mit 


4,112% CO,, 15,204% O, und 80,684% N, 


zugrunde, so läßt man bei dieser Berechnung die gefundenen Prozent- 
zahlen unverändert. Um hier die wirkliche produzierte Kohlensäure 
und das Sauerstoffdefizit zu finden, muß die Kohlensäure bzw. der 
Sauerstoff der Inspirationsluft erhöht werden. Dies geschieht mit dem 
N, der Exspirationsluft eg 
oben angeführten Faktor — N, der Außenlufi = a: Multipliziert man 
die Kohlensäure bzw. den Sauerstoff mit diesem Faktor, so erhält 
man 0,031 ccm Kohlensäure und 21,326 ccm Sauerstoff. Nimmt man 
diese Umrechnung auch noch mit dem Stickstoff vor und addiert die 
einzelnen Zahlen, so ergeben sich 102,04 ccm Außenluft. Subtrahiert 
man jetzt den durch die Analyse direkt gefundenen Sauerstoffwert von dem 
Sauerstoff, der in 102,04 ccm enthalten ist, so erhält man eine Differenz 
von 21,326 — 15,204 = 6,122 cem. Die auf diese Weise gefundenen 
Differenzen in Kubikzentimetern können nie Prozente werden — wie 
sie bisher bezeichnet wurden —, sondern sind als errechnete Multi- 
plikationsfaktoren für das an der Gasuhr abgelesene und reduzierte 
Exspirationsgas anzusprechen. Multipliziert man die so berechnete 
Kohlensäureproduktion 4,112 — 0,031 = 4,081 eem und den Sauerstoff- 
verbrauch = 6,122ccm mit 980 ccm Endgas, so ergeben sich 40 ccm 
Kohlensäure und 60 ccm Sauerstoff. Wie ersichtlich, spart man bei 
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Taba 
Korrektionstabelle der gefundenen Kohlensäurewerte für N,-Werte ül 




















CO% 7907 79,10 79,20 ` 7930 , 79,40 79,50 7960 79,70 79,80 DEI 304 
0,53 0,000 0,000 : 0.000 0,002 0,003 0,005 0,006 0,007 | 0,008 0,008 0,0! 
1,03 0,000 0,000 0,002 0,003 0,004 0,006 0,007 0,008 0,009 0,011 0,0! 
1,53 0,000 0,001 0,003 0,005. 0,006 0,008 , 0,010 0,012: 0,014 0,016 0,01 
2,03 0,000 0,001 0,003 0,006 0,008 | 0,011, 0,014 0,016 0,019 0,021 0,0% 
2,53 0,000 0,001 0,004 0,007 | 0,011 | 0,014 | 0,017 0,021 0,024 0,027 0,0 
3,03 0,000 0,001 0,005 0,00% 0,013 | 0,017 0,020 0,024 0,028 ' 0,032 0,0 
3,53 0,000 0,002 0,006 0,010 0,015 0,019. 0,024 0,028 0,032 . 0,037 0,04 
4,03 0,000 0,002 0,007 0,012 0,017 0,022 0,027 0,032 0,037 | 0,042 0,04 
4,53 0,000 0,002 0,007 : 0,013 0,019 0,024 0,030 0,035 0,041 0,047 0,0! 
Tabei 
Korrektionstabelle der a Beie Ee für N,-Werte üb 
O2 lo 79,07 79,10 79,20 79,30 | 79,40 79,50 79,60 79,70 79,90 79,90 KU 
| | | | l 
)9,40 0,000 0,008 ı 0,032 0,056 , 0,079 0,103 0,127|0,150 0,174 0,197 9,23 
18,90 0,000 ' 0,007 0,031 0,054 0,077 0,101 0,124 | 0,147 0,171 0,194 0,21 
18,40 0,000 0,007 0,030 0,052 0,075 0,097 0,120 | 0,142 0,165 0,187 0,21 
17,90 0,000 0,007 0,030 0,052 0,074 0,096 0,118 | 0,140 0,164 0,186 0,20 
17,40 0,000 0,007 0,029 0,050 0,071, 0,093 0,114 0,135 0,157 ı 0,178 0.18 
16,90 0,000 0,007 0,028 0,049 0,070.0,090 0,111 Kg 0,153 , 0,174 0,18 
16,40 0,000 0,007 0,027 0,047 : 0,067 0,087 0,107 0,127 0,147 | 0,167 0,18 
15,90 0,000 0,007 0,026 0,046 0,065 : 0,085 0,104 | 0,124 0,143 0,163 0,18 
15,40 0,000 0,006 0,025 0,045 0,064 | 0,084 0,102 :0,122|0,141 0,160 0,17 
14,90 | 0,000 0,006 0,025 0,043 0,061 | 0,079 0,098 | 0,116 | 0,134 0,153 0,17 
14,40 ' 0,000 0,006 : 0,024 0,041 0,058 | 0,076 0,093 : 0,110. 0,128 0,145 0,16 


Der konstante Sauerstoffwert der Luft — den reduzierten oO. -We 
Anwendung dieser Rechnungsart die Umrechnung des Exspirations- 
gases auf Inspirationsgas. 

Tabelle III. 


Multiplikationsfaktor für das an der Gasuhr abgelesene und reduzierte 
ee aloneyan; bei N,-Werten über 79,07 %. 


Multiplikationsfaktor 











Gefunden Gefunden Multiplikationsfaktor 
N2 °h Numerus Logarithmus N° ` Numerus | Logaritbmus 
719,07 1,0000 0,0000 80,20 1,0143 0,0616 
79,10 | 1,0004 0,0017 80,30 1,0156 0,0671 
79,20 1,0017 0,0072 80,40 1,0168 0,0725 
79,30 1,0099 | 0,0126 80,50: 1,0180 0,0779 
79,40 1,0042 ` 0,0181 80,60 1,0194 0,0833 
79,50 1,0054 0,0236 80,70 1,0206 0,0886 
79,60 1,0067 0,0290 80,80 1,0220 0.0940 
79,70 1,0080 0,0345 80,90 1,0230 0,0994 
79,80 1,0093 0,0399 81,00 1,0224 0,1048 
79,90 1,0105 0,0454 81,10 1,0257 0,1101 
80,00 1,0118 0.0508 81.20 1,0270 0,1155 
80,10 1,0130 0,0508 81.30 1,0282 0,1208 
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07°, bei denen die angegebenen Zahlen subtrahiert werden müssen. 





— = ES — "EE mama 
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Mo 90,20 80,30 80,40 80,50 — 80,60 ` 80,70 8080 80,90 81,00 : 81,10 81,20 81,30 


! 





fer: - 


| 
| 
| 
| 
| 
| 


13 0,015 0,016 — — — Sent Ea SE Ga e 
20 0.022 0,024 0,025 0,027 0,029 0,031 0,033 — | — EE 
26 0,029 0,031 0,034 0,036 0,039 :0,041 0,044 0,046 0,048 0,051) — | -- 
83 0,036 .0,039 !0,042 0,045 0,048 0,051 '0,054 0,057 (0,060 0,063 |0,066 | 0,069 
39 0,043 ‚0,046 :0,050 0,054 0,057 ‚0,061 '0,065 0,069 0,073 ‚0,077 :0,081 | 0,085 
M6 0.050 :0,054 ‚0.059 0,063 0,067 ‚0,071 0,075 0,079 10,084 ‚0,088 0,092 0.096 
152 0,057 0,062 10,067 0,072 0.077 0,082 0,087 0,092 |0.097 0,102 0,107 0,112 
)58 0,063 '0,069 0,075 0,080 0,086 |0,091 :0,096 10,101 [0,107 0,112 :0,118 | 0,123 





W70,, bei denen die angegebenen Zahlen subtrahiert werden müssen. 





d 1 H I 
| 


80,70 E 81,00 un 81,30 


| | 

45 0,269 o, 293 0,317 0,340 0204 0,388 ‚0,412 ‚0,436 10,460 0,483 0,507 | 0,530 
4l 0,265 ‚0,289 0,313 0,337 0, 361 0,385 0,409 0,431 0,455 0,479 0,503 | 0,525 
B2 0,255 O, 277 0,300 0,322 0, 345 o 367 10.200 
B30 0,252 |0, 274 0,296 0,318 0,340 0,362 0,384 0,406 0,428 0,450 0,471 | 0,491 
Dn 0,241 0.207 0,283 0,303 0,325 0,346 'o, 367 0,399 o 420 0,441 :0,460 | 0,480 
216 0,237 |0,258 0,279 0,299 .0,320 0,341 lo, 362 ‚0,383 0, 404 0, 424 0,445 0,463 
807 0,227 0,247 0,267 0,287 0,307 0,327 04 ‚347 0,367 9 387 0,407 0,427 D. 447 
202 0,221 0,241 0,260 0,280 0,299 0,319 | 

d 
d 
d 


Uu wä 80,30 80,40 80,50 ae, 











Ge 0,338 0,358 0,377 0,397 0,417 ! 0,436 
198 0,217 0,236 0,255 0,274 '0,292 0,311 (0,330 |0,349 0,367 0,385 0,404 : 0,422 - 
189 0,207 |0,226 0,244 0,262 0,280 0,299 0,317 (0,335 0,353 0,372 0,391 : 0,409 
180 0,197 ‚0,215 0,232 0,250 0,267 0,285 ‚0,302 0,320 0,338 0,358 0,378 0,395 
w Analyse minus ergibt das wahre Sauerstoffdefizit in Kubikzentimetern. 
Zum Schluß möchten wir auf eine dritte, bisher noch nicht an- 
gewandte Art der Berechnung aufmerksam machen, die nach unserer 
Meinung einfacher ist und besonders für den Anfänger verständlicher 
sein dürfte. Denkt man sich das Gas eines Respirationsversuches in 
zwei Teile zerlegt, in Anfangs- und Endgas, so lassen sich mit Hilfe 
der Analysendaten die Zusammensetzungen der beiden Gase leicht 
berechnen. Führt man dann für Kohlensäure und Sauerstoff die ent- 
sprechenden Subtraktionen aus, so erhält man direkt die gesamte 
Kohlensäureproduktion und den Sauerstoffverbrauch eines Versuches. 
Als Beispiel soll uns ein Versuch dienen, den wir an einem Menschen 
anstellten. Die Dauer des Versuches betrug 15 Minuten. An der Gasuhr 
wurden abgelesen 111,0 Liter, die Temperatur betrug 18,20, der Baro- 
meterstand 752,0 mm. Mit diesen Zahlen umgerechnet, ergibt sich 
ein reduziertes Exspirationsgas von 100,5 Litern. Die Analyse des 
Exspirationsgases ergab: 
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4,05%, Kohlensäure, 15,65 %, Sauerstoff und 80,30%, Stickstoff. 

Das Inspirationsgas kann nicht direkt abgelesen werden, sondern 
N, der Exspirationsluft 
m 8, I, 
N Aa en 

En = 102,07 Liter Anfangsluft. In 
102,07 Liter Außenluft sind enthalten: 0,0306 Liter CO, und 21,332 Liter 
O. Das Exspirationsgas ergibt: 4,0704 Liter CO, und 15,728 Liter O,. 
Die Differenz beträgt: 4,0398 Liter CO, und 5,604 Liter O,. Es wurden 
demnach in 15 Minuten 4,0398 Liter CO, produziert und 5,604 Liter 
Sauerstoff verbraucht. Für 1 Minute umgerechnet, ergeben sich 
269,3 ccm CO, und 373,6 cem OU. Der Respirationsquotient beträgt 
0,72. Dieselben Resultate ergeben auch die Rechnungsarten 1 und 2. 


muß wieder mit Hilfe des Faktors 


errechnet werden. Also 100,5 - 


Zusammenfassung. 

l. Es wird bewiesen, daß die zwei gebräuchlichen Berechnungs- 
arten für den Zuniz-Gepperischen Respirationsversuch genau ein und 
dieselben Resultate ergeben. 

2. Es wird eine Rechnung angegeben, wobei die komplizierten 
und bisher üblichen Umrechnungen in Wegfall kommen. 








Die Bestimmung des O,-Verbrauches eines Respirationsversuches, 
der mit dem Pettenkofer-Tigerstedtschen Apparat 
ausgeführt wurde. 


Von 
W.-Klein und Maria Steuber. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1923.) 


An dem Zunizschen Universalapparat unseres Instituts ist eine 
Gassaugpumpe angeschlossen, die es ermöglicht, Versuche nach dem 
Petienkofer-Tigerstedtschen Prinzip auszuführen. Bis jetzt wurde 
von allen Autoren, die Gaswechselmethoden beschrieben haben, an- 
gegeben, daß eine Bestimmung der CO, sehr genau, eine Bestimmung 
des O, aber nicht möglich sei. Die Ursache soll hauptsächlich in der 
Ungenauigkeit der O,-Analyse liegen. Obwohl Apparate konstruiert 
sind, wie z. B. von Sonden-Tigerstedt, Krogh, die eine hinreichende 
Genauigkeit der O,-Bestimmung ermöglichen, so ist es schwer ver- 
ständlich, warum es nicht versucht ist, auch den O, zu berechnen. 
Zuntz!) selbst sagt bei der Beschreibung seines Apparates, daß das 
Pettenkofer-Tigerstedtsche Prinzip nur eine genaue Bestimmung der 
CO,-Ausscheidung gestatte. Grafe?) urteilt über das Pettenkofersche 
Prinzip: Der Hauptnachteil ist der, daß eine exakte O,-Bestimmung 
unmöglich ist, so daß trotz großer Vorteile kaum anzunehmen ist, 
daß diese klassische Methode eine große Zukunft hat. 

Um den O, hinreichend genau bestimmen zu können, hat Jaquet 
diese Methode derart modifiziert, daß er in bezug auf Größe eine Respi- 
rationskammer in Anwendung brachte, deren Volumen im Verhältnis 
zum ventilierten Luftvolumen verschwindend klein ist. Dabei muß 
vorausgesetzt werden, daß die Zusammensetzung der Luft in der 


1) Landwirtschaftl. Jahrbücher 44, Heft 5, S. 777, 1913. 
2) Abderhaldens Handb. d. Biochem. Arbeitsmeth. 7, 1913. 
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Respirationskammer während der betreffenden Versuchsperiode keine 
Veränderung erleidet oder jedenfalls, daß die Schwankungen derselben 
belanglos sind. Um das zu erreichen, ordnet man die Versuche so an, 
daß die CO,-Produktion des Versuchsindividuums sich möglichst un- 
verändert hält. Es muß ein stationärer Zustand erreicht und erhalten 
werden, also z. B. Ruhe, Nüchternheit. Auch in dem Sondén-Tiger- 
stedtschen Apparat kann zurzeit nur die CO, bestimmt werden [J o- 
hannson!)}. ` 

Bei dem Zuntzschen Universalapparat haben wir es mit umge- 
kehrten Verhältnissen zu tun. Wollen wir hier nach dem Pettenkoferschen 
Prinzip arbeiten, so müssen wir berücksichtigen, daß der Kasteninhalt 
im Vergleich zur ventilierten Luftmenge sehr groß ist. Die Voraus- 
setzungen, die Jaquet an seine Modifikation stellt, können hier nicht 
in Anwendung kommen. Außerdem wollten wir diese Voraussetzungen 
ausschalten, weil Rechnungen mit unbekannten Größen stets kom- 
pliziert und ungenau werden, zumal beim Experimentieren mit Tieren 
diese Bedingungen schwer zu erhalten und ihr Vorhandensein noch 
schwerer nachzuweisen ist. An unsere Versuchsanordnung durften aus 
den angeführten Gründen keine Voraussetzungen geknüpft werden. 
Es muß daher gleichgültig sein, wie die CO,-Kurve während eines 
Versuches verläuft, wie hoch der Prozentwert der CO, am Anfang 
und zum Schluß eines Versuches im Kasten ist. Ebensowenig dürfen 
die Temperatur, der Wasserdampf, Barometerdruck eine Rolle spielen. 
Auch der stationäre Zustand des Versuchsobjekts ist ohne Bedeutung. 

Unser Versuch verläuft folgendermaßen: Das Tier wird in den 
Kasten gebracht und dieser verschlossen. Die Gasuhr und die Ven- 
tilatoren läßt man vor Beginn des Versuches 4, Stunde gehen, um 
Temperaturausgleich im ganzen System zu schaffen. Mit Beginn 
des Versuches wird eine Luftprobe aus dem Kasten entnommen und ` 
die kontinuierliche Probe in Gang gebracht, die Psychrometer, Thermo- 
meter, Barometer und der Stand der Gasuhr abgelesen, die Anlauf- 
spitze des Teilprobeentnahmerohres am Gewicht einer Pendeluhr an- 
gebracht, um eine gleichmäßige Aufsaugung der Analysenprobe zu 
erhalten. Wie bei der Anordnung von Jaquet, wird auch bei unseren 
Versuchen die Teilprobe aus dem Rohre entnommen, welches die Luft 
aus dem Kasten in die Gasuhr führt. Die Annahme der ganz gleich- 
mäßigen Probeentnahme mit Hilfe des Pendels ist deshalb berechtigt, 
weil unsere Gasuhr in der Zeiteinheit ebenfalls gleichmäßige Mengen 
Luft durchsaugt. 

Zum Schluß wird wie zu Beginn eine Luftprobe aus dem Kasten 
entnommen, und die angegebenen Ablesungen werden vorgenommen. 


1) Johannson, Im Handb. d. Biochem. Arbeitsmeth. 8, II, 1910. 
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Berechnung eines Versuches. 


Um den Apparat und unsere Berechnung kontrollieren zu können, 
verbrannten wir 94proz. Alkohol. Die Versuche dauerten 6 Stunden. 
Den Alkohol verbrannten wir in einem Spirituskocher. Wir möchten 
im voraus bemerken, daß es uns nicht gelungen ist, den Alkohol 
quantitativ zu verbrennen!). Die durchgesaugte Luft roch aromatisch, 
aber deutlich nach Alkoholdampf. Die gleiche Schwierigkeit erwähnen 
auch die Autoren, die mit Alkohol Testversuche gemacht haben (Zuntz, 
Lei Ebenfalls läßt sich aus den Jaquetschen Testversuchen, die 
ein Minus von 5%, CO, und O, maximal aufweisen, ersehen, daß auch er 
keine quantitative Verbrennung gehabt hat. Wenn es uns auch nicht 
möglich war, ganz quantitativ die theoretisch berechnete CO, Menge 
des Alkohols zu finden, so ergab sich aus os doch der für Alkohol 
berechnete Respirationsquotient. Hieraus dürfen wir den Schluß 
ziehen, daß bei dem Pettenkofer- Tigerstedtschen System mit derselben 
Berechtigung der O, berechnet werden darf, wie man es bisher für 
die CO, angenommen hat. 


Die Gasanalyse. 

Wir benutzen das Tigerstedi-Sondensche Prinzip, das in der Weise 
angeordnet ist, daß der Apparat eigentlich aus zwei Apparaten besteht, 
indem die Thermobarometerbürette ebenfalls für die Gasanalyse ein- 
gerichtet ist, so daß bei den gleichzeitig erfolgenden Analysen für Anfangs- 
und Endgas die beiden Büretten gegenseitig als Thermobarometer dienen. 
Daher ist es möglich, zu gleicher Zeit die Zusammensetzung der Kasten- 
luft zu Anfang und zu Ende zu analysieren. In gleicher Weise wird 
auf einmal die Außenluft gegen die kontinuierliche Probe differenziert. 
Die Kapillaren der Gasbüretten sind auf !/10 graduiert, die 1/100 werden 
geschätzt. Nach unserer Meinung genügt ein Gasanalysenapparat, 
der Werte angibt, von denen man mit Sicherheit sagen kann, daß 
die leg ccm genau sind?). 

Berechnung. 

Wir lassen ein Protokoll mit nachfolgender Berechnung folgen. 
Dabei gehen wir 1. von der Voraussetzung aus, daß der Apparat so weit 
dicht ist, daß kein Gas auf einem anderen Wege als durch den Gas- 
messer entweichen kann, 2. von der Tatsache der sich stets gleich- 
bleibenden Menge Stickstoff. Die Gesamtmenge des N, erhalten wir 


1) In Zukunft wäre es vielleicht besser, derartige Testversuche statt 
mit Alkohol, mit reinem Acetylengas anzustellen, weil bei der Alkohol- 
verbrennung leicht Aldehyd gebildet wird. 

2) Hersteller sind die glastechnischen Werkstätten von Bleckmann 
& Burger, Berlin, Auguststraße 3A. 
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durch Addition des N, im Kasten zum Schluß des Versuches und 
derjenigen Menge, die während des Versuches durch den Gasmesser 
gegangen ist. Subtrahiert man von diesem Gesamt-N, den N,-Gehalt 
der Kastenluft im Anfang des Versuches, so ergibt sich die Stickstoff 
menge, die in den Apparat eingetreten ist. Berechnet man diese N, 
Menge mit Hilfe der Gasanalyse der Außenluft auf Luft um, so erhält 
man die Kubikmeter Gas, die in Wirklichkeit in den Apparat ein- 
gesaugt sind. Addiert man hierzu die Gasmenge im Apparat zu 
Anfang des Versuches, so erhält man auf der einen Seite das 
genaue Volumen des Anfangsgases und auf der anderen das genaue 
Volumen des Endgases. Berechnet man jetzt mit Hilfe der Analysen- 
daten den Gehalt von CO, und O, im Anfangs- bzw. im Endgas, so 
ergibt sich durch entsprechende Subtraktion die gesamte produzierte 
CO, und ebenso der gesamte Verbrauch an Sauerstoff. 

Verbrannt wurden 600 g 94proz. Alkohol in 6 Stunden entsprechend 
564 g absolutem Alkohol. 

Zu Beginn des Versuches abgelesene Temperatur trocken 16,9°, 
feucht 10,60%, Barometerstand 757,4mm; am Schluß des Versuches 
abgelesene Temperatur trocken 18,20, feucht 12,25%, Barometerstand 
755,2 mm; ventiliert wurden 66,77 cbm. 

Der Inhalt des Kastens beträgt 84,25 cbm. 

Die Analyse des Anfangsgases im Kasten betrug: 

0,075% CO, 28,835% O, 7909% N, 
des Endgases im Kasten: 
051% CO, 20,22% O» 79,27% N,, 
der ventilierten Luftprobe: 
0,32% CO, 20,47% Oa 79,21% N, 
der Außenluft: 
0,025% CO, 20,905% O, 79,07% Na 

Die abgelesenen Gasvolumina sind in üblicher Weise auf 0° und 
760 mm reduziert!). Wir erhalten dann für das Anfangsgas im Kasten 
ein Volumen von 78,464 cbm, für die ventilierte Luft 61,873 cbm, 
für das Endvolumen des Kastens 77,702 cbm. 

Mit den Werten der Gasanalysen berechnet sich: 

l. für das Anfangsgas im Kasten 

58,848 Liter CO,, 16,348 cbm O., 62,057 cbm N,, 
2. für das Endgas im Kasten 

396,28 Liter CO,, 15,723 cbm O,, 61,583 cbm N,, 
3. das ventilierte Luftvolumen setzt sich zusammen aus 

197,99 Liter CO,, 12,665 cbm O,, 49,01 cbm N,. 


1) Die Reduktion der ventilierten Luftmenge erfolgt mit den Mittel- 
werten zu Anfang und zu Ende des Versuches. 
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Addiert man jetzt die N,-Menge der Kastenluft am Ende des 
Versuches zu der N,-Menge der ventilierten Luft, so ergibt sich die 
Gesamt-N,-Menge = 110,593 cbm. Subtrahiert man hiervon den N, 
der Kastenluft zu Beginn des Versuches = 62,05 cbm, und dividiert 
man den Rest von 48,536 cbm durch den N,-Wert der Außenluft, 
so erhält man die in dem Kasten in Wirklichkeit eingesaugte atmo- 
sphärische Luft = 61,383 cbm!). Multipliziert man dieses Luftvolumen 
mit den Analysenwerten der atmosphärischen Luft, so ergeben sich 
15,35 Liter CO,, 12,832 cbm O,. Von der während des Versuches ge- 
bildeten CO, 396,28 Liter + 197,99 Liter = 594,27 Liter ist in Abzug 
zu bringen die mit der Außenluft hereingetretene und die zu Anfang 
im Kasten enthaltene Menge (15,35 + 58,848 Liter) = 74,198 Liter. 
Es sind demnach 520,07 Liter CO, gebildet. 

In gleicher Weise wird der Sauerstoffverbrauch berechnet. In 
den Kasten traten ein 12,832 cbm, im Kasten vorhanden waren 
16,348 cbm, insgesamt also 29,180 cbm. 

Mit der ventilierten Luft gingen heraus 12,665 cbm und am Schluß 
des Versuches fanden sich noch 15,723 cbm im Kasten, zusammen 
28,388 cbm. Subtrahiert man jetzt diese Zahl von der oben angegebenen 
SO,-Menge = 29,180 cbm, so erhält man einen Sauerstoffverbrauch von 
792 Litern. Daraus berechnet sich ein Respirationsquotient von 0,657. 

Unser sechsstündiger Versuch ergab demnach eine CO,-Produktion 
von 520,07 Litern und einen Sauerstoffverbrauch von 792,0 Litern, hin- 
gegen einen theoretisch berechneten Wert von 548,0 Litern CO, und 
822,3 Litern O,. 

Dieses Protokoll ist eines aus vielen gleichsinnig verlaufenden 

Versuchen. 


Zusammenfassung. 


Es wird experimentell und rechnerisch nachgewiesen, daß auch 
in einem großen Apparat (84,25cbm) nach dem Petienkofer-Tiger- 
stedtschen Prinzip der O, mit der gleichen Genauigkeit wie die CO, 
bestimmt werden kann. 


1) Bei Betrachtung der so berechneten eingesaugten und der durch 
die Gasuhr gegangenen Luftmenge ergibt sich eine Differenz von 490 Litern 
Luft, diese Differenz kommt durch die Temperaturerhöhung während des 
Versuches zustande. 


Variationsstatistik 
als Hilfswissenschaft der Biochemie der Pflanzen. 


II. Mitteilung!). 
Von 
L. Rosenthaler, Bern. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universität Bern.) 


(Eingegangen am 25. Januar 1923.) 


Bei meinen bisherigen Untersuchungen über chemische Variation 
bei Pflanzenstoffen bin ich, entsprechend den Bedürfnissen der Pharma- 
kognosie, von Drogen ausgegangen. Da es sich dabei um ein genetisch 
uneinheitliches Material handelt, wurde es unterlassen, die Ergebnisse 
nach einem der Verfahren der Variationsstatistik zu behandeln. Bei 
den in der vorliegenden Untersuchung ermittelten Werten kann dies 
unternommen werden, nachdem es mir in diesem Herbst geglückt 
ist, Pfirsichkerne zu erhalten, die von einem Bäumchen stammten. 
Es wurde von ihnen die Blausäure bestimmt, indem das Destillat mit 
n/50 Silbernitrat nach Deniges titriert wurde. Daraus wurde der Gehalt 
an Amygdalin berechnet. Es seien zunächst die Ergebnisse mitgeteilt. 

Stellt man die Ergebnisse in der von Galton angegebenen Weise 
dar, so ergibt sich, daß die Werte binomiale Verteilung zeigen. Die 
chemische Variation schließt sich also in diesem Falle der großen Zahl 
anderer zahlenmäßig erfaßbarer Naturerscheinungen an, die ebenfalls 
nach der Binomialkurve verlaufen. 

Betrachtet man an demselben Material das Verhältnis des Amyg- 
dalingehaltes zum Gewicht der Pfirsichkerne, so ergibt sich für die 
leichtere Hälfte ein Amygdalingehalt von 6,47%, für die schwerere 
Hälfte ein solcher von 5,31%. Die schon wiederholt festgestellte Tat- 
sache, daß die leichteren und kleineren Individuen an bestimmten 
Inhaltsstoffen reicher sind als die größeren und schwereren, trifft 
also auch hier zu. 

Schließlich zeigt diese Untersuchung noch einwandfrei, daß ein 
chemischer Bestandteil einer Pflanze echte fluktuierende Variation 
aufweist. 

Eine eingehende variationsstatistische Bearbeitung der von mir 
in den Samen einiger Prunusarten ermittelten Amygdalinwerte wird 
in der folgenden Abhandlung von Dr. S. Blumer gegeben. 


1) I. Mitteilung s. diese Zeitschr. 184, 225, 1922. 

















"L. Rosenthaler: Varisationsstatistik als Hilfswissenschaft usw. 483 
Nr. Gewicht `. nf50 Silberitrat  — E Sei ne f | en 
absolut o Amygdalin 
g | ccm | mg 0 
| 

l 0,095 0,2 ` 0,33 0,35 5,9 

2 0,109 0,2 0,2 0,2 3,4 

3 0,106 0,3 0,33 0,31 5,2 

4 0,079 0,3 0,33 0,42 7,1 

5 0,078 0,15 0,16 0,21 3,6 

6 0,090 0,3 | 0,33 0,37 6,1 

7 0,109 0,3 "0,833 0,3 | 6,1 

8 0,103 0,4 | 0,43 0,42 7,1 

9 0,095 0,25 i 0,27 0,28 4,7 
10 0,109 0,275 ` 0,30 0,28 4,7 
11 0,079 0,3 © 083 0,42 7,1 
12 0,087 0,3 | 0,33 0,38 6,4 
3: Ol 0,3 I 0,33 0,295 5,0 
14 0,106 0,25 | 0,27 0,25 | 4,2 
15 0,100 0,3 0,33 0,33 5,58 
16 0,104 0,25 0,27 0,26 4,4 
17 0,094 0,25 0,27 029 4,9 
18 0,106 0,2 0,22 0,21 3,55 
19 0,067 0,25 0,27 0,40 6,8 
20 0,076 0,2 022 0,29 4,9 
21 0,100 0,25 | 0,27 0,27 46 
2 0,064 0,2 0,22 0,34 5,75 
23, 0085 0:3 0,33 39 6,6 
24 0,083 0,275 0,30 0,36 6,1 
25 0,077 0,3 083 043 7,3 
26 0,080 0,3 0,33 041 | 6,9 
27 0.100 0,35 038 0,38 6,4 
28 0,087 0,3 0,33 0,38 6,4 
29 0,073 0,25 0,27 0,37 6,3 
30 0,072 0,25 0,27 0,38 6,4 
3l 0,077 0,25 0:27 0,35 5,9 
32 0,083 0,275 0:30 0:36 
33 0,062 0,275 0:30 0:48 8,1 
34 0.077 0.2 0:22 0,29 4,9 
35 0.092 | 0,25 0:27 029 4,9 
36 0,083 | 0.3 0,33 04 6,8 
37 0,076 0,25 0,27 0:36 6,1 
38 0,088 0,15 0:16 18 3,0 
39 0,066 | 0,2 0:22 0,33 5,6 
40 0,102 | 0,15 0:16 016 2,7 
4] 0.080 0,2 022 0,28 4,7 
42 0,066 | 0,25 0:27 041 6,9 
43 0:080 | 0,25 027 0:34 6,75 
44 0.079 0,3 0:33 0:42 7,1 
45 0:064 0.2 0:22 0:34 5,75 
46 0079 0.3 0:33 0:42 7,1 
47 0-067 0,25 0:27 0:4 6,8 
48 `, 0:056 0,2 0:22 0:39 6,6 
49 0:08 0,15 0:16 0:2 3,4 
50 ` 0:077 0,3 0.33 0:43 7,3 
51 ! 0073 0,25 0,27 0:37 6,25 
52 0:088 0,25 0,27 0:31 7,2 
3.0097 0.3 0,33 034 5,75 
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nl Silbernitrat 


ccm 


| Menge der Blausäure 


absolut l 


mg 


0,27 
0,22 
0,27 
0,22 
0,33 
0,33 
0,33 
0,33 


Bemerkungen zu der Notiz Rohonyis über „Entstehung 
elektrischer Ströme in Geweben“. (Diese Zeitschr. 132, 309.) 


Von 


R. Beutner. 
(Eingegangen am 30. Januar 1923. ) 


1. Herr Rohonyi behauptet, daß J. Loeb meine Theorie als ‚‚Resultat 
irrtümlicher Konklusionen‘‘ bezeichnet hätte. Demgegenüber berufe ich 
mich auf folgende briefliche Mitteilungen von Herrn Professor J. Loeb 
selbst an mich (vom August vorigen Jahres): ` ` 


„Ich habe kürzlich einen Brief von Rohonyi erhalten, woraus ich ersehe, 
daß er meine Abhandlung über Entstehung elektrischer Ladungen kolloidaler 
Teilchen gänzlich mißverstanden haben muß. Er glaubt, daß ich Ihnen 
nicht zustimme, was gänzlich unzutreffend ist. Ich bin der Ansicht, daß 
Ihre Arbeit durchaus beweiskräftig und richtig ist; bei meiner Darlegung 
handelte es sich nur um folgendes: da Sie keine Potentialdifferenz zwischen 
Gelatine und wässerigen Lösungen finden konnten, so war es wichtig für mich, 
darauf hinzuweisen, daß eine solche Potentialdifferenz existiert, und daß 
die Behauptung des Gegenteils (die in einer von uns gemeinsam verfaßten 
Veröffentlichung enthalten war) auf irgend einem unglücklichen Zufall 
beruhte, dessen Natur ich nicht kenne, und was auch gleichgültig ist. Andere 
hatten über ähnliche negative Ergebnisse berichtet, und dies war ein 
Grund mehr für mich, auf diesen Punkt hinzuweisen. Es ist mir unver- 
ständlich, wieso Rohonyi aus dieser Abhandlung entnehmen kann, daß 
ich nicht Ihrer Meinung bin, oder daß meine Abhandlung gegen Sie ge- 
schrieben war.‘ 


2. Diese Äußerungen J. Loebs sind hier mit seiner Zustimmung so 
eingehend zitiert, um zu beweisen, wie sehr Herr Rohonyi mit seiner 
Behauptung eines Gegensatzes zwischen J. Loeb und mir Unrecht hat. Für 
jeden, der meine ausführliche Schrift über bioelektrische Ströme!) gelesen 
hat, ist es ohne weiteres deutlich, daß ein solcher Gegensatz nicht bestehen 
kann. Unzutreffend ist es auch schon, daß Rohonyi von einer Lipoidtheorie, 
die ich aufgestellt haben soll, schreibt. Ich habe Hunderte von neuen 
Kettensystemen gemessen und deren Analogie mit den biologischen Strömen 
aufgedeckt. Diese Analogie läßt sich bei geeigneter Auswahl der Vergleichs- 
ketten bis in alle Einzelheiten nachweisen. Keine Deutung kann an diesem 
neuen Tatsachenbestand irgend etwas ändern. 


In ungenügender Kenntnis dieser Tatsachen hatte Rohonyi gewisse 
Behauptungen aufgestellt?), deren Unrichtigkeit ich ihm leicht nach- 


1) Entstehung elektrischer Ströme in labilen Geweben und ihre künst- 
liche Nachahmung. Stuttgart 1920. 
2) Diese Zeitschr. 66, 231 und 248, 1914. 
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weisen konnte, sobald ich davon erfuhr!). Seine Behauptungen, Ketten- 
systeme gefunden zu haben, die bessere Vergleichsmodelle seien, beruhte 
auf der Vernachlässigung der Konstanz und Reversibilität der Konzen- 
trationswirkung beim biologischen Objekt, worauf ich hinwies. Dem- 
gegenüber konnte Rohonyi auch in seiner neuesten Erwiderung?) nichts 
anführen. Er gibt selbst die Inkonstanz seiner Modelle zu, und bei dieser 
Unstimmigkeit sind alle weiteren Bemerkungen gegenstandslos. Da Herr 
Rohonyi jetzt zuletzt zu persönlichen Angriffen seine Zuflucht nimmt, 
sehe ich zu meinem Bedauern mich zu einer Entgegnung gezwungen, ob- 
gleich leider durch solche Kundgebungen die Wissenschaft nicht bereichert 
wird. — 

3. Die immer wiederholte Quintessenz der Rohonyischen Behaup- 
tungen ist die, daß es nur auf Diffusionspotentiale bei den bioelektrischen 
Strömen ankommen soll. Seit der Zeit du Bois-Reymonds wird nach Er- 
klärungen in dieser Richtung gesucht, und niemals wurde ein Erfolg erzielt. 
Keiner der zahlreichen früheren Autoren wird aber von Herrn Rohonyi 
auch nur erwähnt: Oker Blom, M. Cremer u. a. Auch allen diesen For- 
schern è) war die Plancksche Formel bekannt und die denkbare Möglich- 
keit des Zustandekommens bioelektrischer Ströme auf Grund unterschied- 
o licher Geschwindigkeit positiver und negativer Ionen. Daß diese Möglich- 
keit gegenüber den Beobachtungen im Rückstand bleibt, ist immer wieder 
erwiesen worden. Bei M. Cremer findet man in Arbeiten, die etwa 20 Jahre 
alt sind, die Problemstellung scharf definiert. Demgegenüber haben 
Rohonyis Ausführungen nichts Neues erbracht. 


4. In einer der ersten Publikationen über die neuen Phasengrenz- 
kräfte haben J. Loeb und der Verfasser vor etwa 8 Jahren über negative 
Versuche mit Proteinen (Gelatine) berichtet, dagegen über positive mit 
Fetten. Diese Beobachtungen waren indessen in keiner Weise erschöpfend. 
In der zusammenfassenden Schrift über Entstehung bioelektrischer Ströme 
ist vom Verfasser auf S. 60 ein Versuch beschrieben, der diesem Befund 
widerspricht. Auch in dieser Hinsicht hat also J. Loeb dieselbe Ansicht wie 
Verfasser, wenn er behauptet, daß nicht nur Fette elektromotorisch wirksam 
sind. Zum Beweis dafür, daß die in der Schrift des Verfassers nieder- 
gelegte Arbeitsrichtung die Zustimmung von Herrn J. Loeb gefunden hat, 
sei hier noch eine seiner brieflichen Äußerungen zitiert; nach Herausgabe 
meiner obengenannten Schrift teilte er mir sein Urteil über das Buch mit 
folgenden Worten mit: „I think it is a masterly presentation of the subject 
and I offer you my heartiest congratulations... I think it will be considered 
one of the most remarkable contributions to modern physiology... The 
main thing is that in my opinion you have added to the literature of 
physiology and physical chemistry a work of which you have every reason 
to be proud.“ 


Und 11, Jahre später schreibt J. Loeb: „Your book is meeting with 
sincere appreciation wherever it has been read.‘ 


1) S. meine obengenannte Schrift, S. 145— 149. 
2) Diese Zeitschr. 180, 68—69, 1922. 
3) Eine Literaturübersicht findet man in meiner obigen Schrift. 


Zur Methodik der quantitativen Bestimmung 
des Hefeglykogens und zur Frage der Alkaliwirkung auf die 
Glykogenbildung in der Hefe. 


Von 


Paul Mayer (Karlsbad). 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
für experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. Februar 1923.) 


I. 

Daß die Hefe ein Reservekohlehydrat enthalten müsse, hat schon 
Pasteur im Jahre 1859 ausgesprochen. Viele Jahre später hat Errera!) 
das Glykogen der Hefe aufgefunden, das sodann von Cremer?) im Jahre 
1894 isoliert und dargestellt wurde. Eingehende Untersuchungen 
über das Hefeglykogen rühren von Laurent?) und ganz besonders von 
Clautriau*) her, dessen Präparat indes noch nicht genügend rein und 
noch ziemlich reich an Asche war. Harden und Young") gelang 
es, durch ein ziemlich umständliches Verfahren, das im wesentlichen 
auf der Methode von Clautriau aufgebaut war, ein völlig stickstoff- 
und aschefreies Glykogen aus der Hefe zu erhalten. Später haben die 
Autoren ihre Methode zur Bereitung des Hefeglykogens noch ab- 
geändert und vereinfacht®). 

Der Glykogengehalt der verschiedenen Hefen ist außerordentlich 
wechselnd befunden worden; er ist vor allem von der Rasse abhängig 
und schwankt außerdem nach Alter, Temperatur, Zuckergehalt usw. 
in weiten Grenzen. 

Indes sind quantitative Bestimmungen des Hefeglykogens bisher 
nur in relativ geringem Umfange ausgeführt worden. Die in neuerer 
Zeit hierfür angewandten Methoden sind auf Grund des bekannten, 
von Pflüger für tierische Organe angegebenen Verfahrens ausgearbeitet 


1) Errera, C. r. 101, 253, 1885. 

2) Oremer, Sitzungsber. d. Gesellsch. f. Morphol., H. 1, 1894. 
3) Laurent, Ann. d. lẹ Soc. Belge de Microscop. 1890. 

4) Clautriau, Acad. Roy. Belg. 58, 1895. 

5) Harden und Young, Journ. chem. Soc. 81, 1224, 1902. 
€) Dieselben, ebendaselbst 101, 1928, 1912. 
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in der abgekürzten Form, wie sie Pflüger!) zuletzt empfohlen hat 
[Schönfeld und Krampf?), Schönfeld und Künzel?)]. Dieses Verfahrens 
haben sich auch v. Ewei) und sein Schüler Kullberg®) bedient, und 
v. Euler bezeichnet es als das genaueste und geeignetste für Hefe- 
untersuchung. 

Nun ist aber bei der Übertragung der Pflügerschen Methode 
auf die Hefe völlig außer acht gelassen worden, daß das Hefeglykogen 
stets von Hefegummi begleitet ist. Da nun, wie hauptsächlich durch 
Salkowskis Arbeiten®) schon lange bekannt war und später nochmals 
von Salkowski”) genau festgestellt worden ist, das Hefegummi geradeso 
wie das Glykogen durch Kalilauge aus der Hefe ausgezogen, 
durch dreistündiges Erhitzen mit 60proz. Kalilauge nicht zerstört 
und durch Alkohol aus der Lösung gefällt wird, sich in Wasser löst 
und durch Salzsäure hydrolysiert und dabei in ein Gemisch von 
Mannose und Glucose übergeführt wird, so wird natürlich bei der 
Berechnung des nach Pflüger isolierten Glykogens als Glucose das 
Hefegummi stets als Glykogen mitbestimmt, so daß die Methode 
falsche Werte ergeben muß. Salkowski hat daher sicher Recht, wenn ` 
er die für die Hefe adaptierte Pflügersche Glykogenbestimmung ohne 
Beseitigung des Hefegummis für unbrauchbar erklärt. — Daß von den 
Autoren das Hefegummi gar nicht berücksichtigt wurde, ist eigentlich 
um so auffallender, als alle Forscher, die sich früher bemüht hatten, 
ein chemisch reines Glykogen aus der Hefe darzustellen, stets die Not- 
wendigkeit der Entfernung des Hefegummis und die Schwierigkeiten 
betont haben, die seine restlose Beseitigung verursacht (z. B. Cremer, 
Clautriau, Harden und Young). 

Salkowski hat sich nun in orientierenden Versuchen bemüht, die 
Glykogenbestimmung dadurch ausführbar zu gestalten, daß er das 
Hefegummi aus der das Gummi und das Glykogen enthaltenden Lösung 
des mittels Alkohol gewonnenen Niederschlages durch Fehlingsche 
Lösung + Natronlauge in der Hitze zur Abscheidung brachte — ein 
schon früher von ihm selbst angegebenes Verfahren — und in dem 
Filtrat von der Gummikupferverbindung nach Ansäuern mit Salz- 
säure und Entfernung des Kupfers durch H,S das Glykogen durch 


1) Pflüger, Pflügers Arch. 108, 169, 1904. 

2) Schönfeld und Krampf, Wochenschr. f. Brauer. 28, 157, 1911. 

3) Schönfeld und Künzel, ebendaselbst 81, 9, 1914. 

t) Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 337, 1914. 

D Kullberg, ebendaselbst 92, 75, 1914. 

t) Salkowski, Du Bois-Reymonds Arch. f. Phys., S. 455, 1890; Ber. 
27, 501, 1894;. Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 309, 1900/1901; 54, 403, 
1907/1908; 69, 470, 1910; e a. Meigen und Spreng, ebendaselbst 55, 48, 
1908; v. Euler und Fodor, ebendaselbst 72, 338, 1911. 

?) Salkoweki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 75, 1914. 
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Erhitzen mit Salzsäure in Traubenzucker verwandelte. Salkowski hat 
jedoch diese Versuche wieder abgebrochen; denn er zog aus seinen 
weiteren Untersuchungen den Schluß, daß auch nach Beseitigung 
des Hefegummis die Glykogenbestimmung in der Hefe unmöglich ist, 
weil bei der Behandlung der Hefe mit heißer Kalilauge sich aus der 
Zellmembran Erythrocellulose abspalten soll, die sich ganz so wie das 
Glykogen verhält und daher bei der Ermittelung des Glykogens mitbe- 
stimmtwird. Wie kompliziert die Verhältnisse liegen, kann man Salkowskis 
eigenen Ausführungen entnehmen, auf Grund deren er die Existenz 
eines wahren Hefeglykogens in Zweifel gezogen hat. Salkowskt!) schreibt: 

„Gibt es überhaupt ein Hefeglykogen ? oder ist der Körper, den 
man dafür hält, nur ein in Lösung befindlicher Anteil der Zellmembran ? 
Noch hat niemand einen gummifreien Körper isoliert, der andere Eigen- 
schaften hatte als der von mir beschriebene glykogenähnliche, aus 
der Hefecellulose abstammende. Schon in meiner Mitteilung über 
die Kohlehydrate der Hefe vor 20 Jahren sagte ich: Es ist wohl möglich, 
daß dasselbe (nämlich der die Jodreaktion gebende Körper, den ich 
Erythrocellulose genannt habe) in der Hefezelle in gelöster Form 
existiert, sei es als Vorstufe bei der Bildung von Cellulose, sei es um- 
gekehrt als Umwandlungsprodukt. Es ist auch nicht ausgeschlossen, 
daß dieser Körper eine ähnliche Funktion hat wie das Glykogen im 
Tierkörper. — Ich bin noch heute dieser Ansicht. Ob man nun diesen 
Körper Glykogen nennt — oder Hefeglykogen, um einen gewissen 
Unterschied von dem Glykogen des Tierkörpers zuzulassen — oder 
gelöste Erythrocellulose oder Erythrodextrin, ist im Grunde gleich- 
gültig, jedenfalls ist es nicht möglich, Glykogen zu isolieren, ohne diesen 
Körper mitzuerhalten, und es gibt keine Grenze zwischen ihm und dem 
Glykogen, wenn dieses existiert, bei der quantitativen Bestimmung.“ 

Und Salkowski schließt seine mehrfach zitierte Arbeit mit den Worten: 
„Ich sehe also keinen Grund, einen noch unbekannten, von niemand tat- 
sächlich dargestellten, nur supponierten Körper in der Hefe anzunehmen.“ 

Mit diesen Anschauungen und namentlich mit dem letzten Satze 
stehen nun die Ergebnisse von Harden und Young?) nicht im Einklang. 
Diese Forscher haben ein absolut reines, stickstoff- und aschefreies 
Glykogen aus der Hefe dargestellt, das sich in allen seinen Eigenschaften 
als echtes Glykogen charakterisierte und, verglichen mit dem Glykogen 
der Kaninchenleber und der Auster, sich nicht nur durch die Elementar- 
analyse, sondern vor allem auch durch die Feststellung der spezifischen 
Drehung (œp = 198,3°) als identisch mit dem tierischen Glykogen 
erwies. Selbst ein so kritischer und in der Glykogenfrage doch gewiß 


1) Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 86 u. 88, 1914. 
2) Harden und Young, Le 
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kompetenter Beurteiler wie Pflüger!) hält den Beweis für geliefert, 
daß Harden und Young chemisch reines Glykogen aus der Hefe isoliert 
haben, und daß dieses Glykogen derselbe Körper ist wie der von 
tierischem Ursprung. 

Schließlich geht aus den Ausführungen Salkowskis hervor, daß 
Salkowski für seine Erythrocellulose jedenfalls eine sehr nahe chemische 
Verwandtschaft mit dem Glykogen und auch eine ähnliche biologische 
Funktion annimmt. Man kann daher, sofern man die Frage 
nach der völligen Identität der beiden Körper: offen läßt, das Ver- 
fahren der Glykogenbestimmung ohne Bedenken anwenden, wenn man 
nur das chemisch wie biologisch abweichende Gummi abtrennt. Und 
dies ist um so wichtiger, da das Hefegummi nach den Feststellungen 
von Oshima?) auch ein Methylpentosan einschließt. Dahingestellt muß 
dagegen bleiben, ob das, öfter vermutete und von Meisenheimer?) 
schließlich aufgefundene, Glucosamin liefernde stickstoffhaltige Poly- 
saccharid der Hefe bei der üblichen Ausführung der Glykogen- 
bestimmung stets ausgeschlossen wird. Jedoch dürfte dieser Punkt von 
untergeordneter Bedeutung sein, da die Menge dieses stickstoffhaltigen 
Zuckers nur gering ist. Überdies ließe sich ein bei der reduktions- 
analytischen Bestimmung des verzuckerten Glykogens sich unter Um- 
ständen einschleichender, vom Glucosamin herrührender Fehler durch 
einfache Bestimmung des gärfähigen Zuckers ausschließen. 


Ich habe nun das Verfahren von Schönfeld und Krampf sowie 
Schönfeld und Künzel (die bis auf unwesentliche Unterschiede ganz 
identisch sind) in der Weise abgeändert, daß ich zwecks Ent- 
fernung des Hefegummis, so wie dies Harden und Young bei 
der Reindarstellung des Glykogens getan haben, die vwvässerige 
Lösung des durch Alkohol erhaltenen Niederschlages mit Ammonium- 
sulfat in Substanz sättigte, wodurch das Glykogen sich quantitativ 
abscheidet, während das Hefegummi in Lösung bleibt. Während bei 
der Reindarstellung des Glykogens das so niedergeschlagene, von 
Hefegummi freie Glykogen in Wasser gelöst und die Lösung dann 
dialysiert werden muß, bis sie frei ist von (NH,),SO,, sowie schließlich 
das Glykogen wieder mit Alkohol gefällt und durch wiederholtes Lösen 
in Wasser und Ausfällen mit Alkohol weiter gereinigt wird, genügt es 
bei der quantitativen Analyse, bei der ja das erhaltene Glykogen nicht 
stickstoff- und aschefrei zu sein braucht, da es durch Hydrolyse in 
Zucker übergeführt wird, den nach der Sättigung mit Ammonsulfat 
erhaltenen Niederschlag mit gesättigter Ammonsulfatlösung quantitativ 


1) Pflüger, Das Glykogen, 2. Aufl., S. 134 u. 171, Bonn 1905. 
2) Oshima, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 42, 1902. 
3) Meisenheimer, ebendaselbst 104, 234, 1919. 
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auf das Filter zu bringen und nachzuwaschen, das so dargestellte 
Glykogen in Wasser zu lösen und die Lösung direkt mit Salzsäure zu 
hydrolysieren. Da natürlich stets Spuren Ammonsulfat in der Lösung 
zugegen sind, wird die Zuckerbestimmung am besten nach der Kupfer- 
sulfat-Ammoniakmethode von Pavy-Kumagawa-Sulo vorgenommen, 
weil diese auch bei Gegenwart von Ammonsalzen exakte Resultate 
liefert. Die Ausführung der Bestimmung gestaltet sich demnach 
folgendermaßen: 

10 g Hefe werden 3 Stunden lang in einem Kölbchen mit 30 ccm 
60 proz. Kalilauge im siedenden Wasserbade (in dieses versenkt) erhitzt, 
wobei darauf zu achten ist, daß, sobald die Flüssigkeit sich nicht mehr 
durch die Erwärmung ausdehnt, die Öffnung des Kölbchens mit einem 
Gummistöpsel verschlossen wird. Nach dem Abkühlen wird der Kolben- 
inhalt mit 50 ccm Wasser quantitativ in ein entsprechend großes Becher- 
glas übergespült und 200 ccm 96proz.. Alkohol!) hinzugegossen. Je 
länger man den Glykogenniederschlag stehen läßt, um so besser setzt 
er sich ab, so daß die darüberstehende Flüssigkeit bequem abdekantiert 
werden kann. Man wartet daher am besten bis zum nächsten Tage, 
kann nun entweder das Glykogen absaugen oder, wenn es fest am 
Glase haftet, die Flüssigkeit abgießen, eventuell durch ein kleines 
Filter filtrieren, wobei man zweckmäßig nur wenig von dem Nieder- 
schlage auf das Filter zu bringen trachtet. Das Glykogen wird nun 
zweimal mit 60proz. Alkohol!), je zweimal mit absolutem Alkohol 
und Äther gewaschen und das trockene Pulver in heißem Wasser gelöst, 
filtriert, quantitativ nachgewaschen, und die Lösung sodann durch 
tropfenweises Zufließen von Salzsäure aus einer Bürette genau neutra- 
lisiert. Nun wird feingepulvertes Ammonsulfat bis zur Sättigung hinzu- 
gesetzt, wobei ein erheblicherer Überschuß zu vermeiden ist, also so 
lange, bis sich ein ganz geringer Teil nach mehrmaligem Schütteln und 
einigem Stehen nicht mehr löst. Man läßt mindestens 10 Stunden, am 
besten über Nacht, stehen. Das abgeschiedene Glykogen wird abfiltriert, 
mit gesättigter Ammonsulfatlösung quantitativ auf das Filter gebracht, 
nachgewaschen und in heißem Wasser gelöst. Die Lösung wird auf 
ein bestimmtes Volumen gebracht und vom Filtrat ein aliquoter Teil 
mit Salzsäure vom spezifischen Gewicht 1,19 versetzt (und zwar 5 cem 
für je 100ccm Flüssigkeit, so daß der Gehalt 2,2%, beträgt) und 
3 Stunden im siedenden Wasserbade erhitzt. Noch .einfacher kann 
man so verfahren, daß man das Glykogen auf dem Filter löst, die 
Lösung direkt in den Meßkolben fließen läßt und so viel Salzsäure 
von 1,19 hinzusetzt, wie die schließlich im aufgefüllten Kolben ent- 
haltene Flüssigkeitsmenge erfordert (z. B. 10 ccm bei einem 200-ccm- 


1) Gewichtsprozent. 
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Meßkolben), quantitativ nachspült, bis zur Marke auffüllt und den 
Kolben ins Wasserbad versenkt. Nach der Hydrolyse wird abgekühlt, 
mit Kalilauge neutralisiert, mit Wasser auf das ursprüngliche Volumen 
nachgefüllt und der Zucker nach Pavy-Kumagawa-Suto ermittelt. 

Mit diesem Verfahren habe ich bei verschiedenen Hefen den 
Glykogengehalt bestimmt und ihn mit dem nach der gleichen Methode 
ohne Eliminierung des Hefegummis erhaltenen Wert verglichen. Zu 
diesem Zwecke wurden 10 g Hefe in der angegebenen Weise verarbeitet, 
das dargestellte ‚‚Glykogen‘‘ in Wasser gelöst, die Lösung neutralisiert, 
auf ein Volumen von 200 ccm gebracht und nun 100 ccm ohne Ammon- 
 sulfat verarbeitet, die andere Hälfte hingegen mit (NH,),SO, gesättigt 
und wie beschrieben weiter behandelt. 

Das Ergebnis ist in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 








Glykogenwert ohne Entfernung des | Glykogenwert nach Entfernung des 
Gummis in g als Glucose berechnet || Gummis in g als Glucose berechnet 


in der Yemrbei En in 10g Hefe in verarbeiter in 10g Hefe 


Heferasse 








ten te 
A 
Langemeyer . ` 0,356 | 0,712 8 0,187 |. 0,374 
Hameln ... | 0383 |! 0476 | 0180 | 0,360 
Langemeyer . . 0,375 0,750 i 0,190 | 0,380 
Sinner-Massow | 0,412 Ä 0,824 | 0,288 0,576 
Patzenhofer . 010° 0360 0127 | 0,254 


Diese vergleichenden Ergebnisse zeigen die große Differenz der 
Glykogenwerte, die man erhält, je nachdem man das Hefegummi entfernt 
oder nicht. Wenn, wie z. B. im ersten Versuche, von 0,712g in 10g 
Hefe nach der alten Methode gefundenem Glykogen nur 0,374 g wirk- 
liches Glykogen sind, d. h. nur 52,5%, im den anderen Versuchen 50 
bis 75%, so beweist dies, daß die Glykogenbestimmung in der Hefe 
ohne Beseitigung des Hefegummis tatsächlich unbrauchbar ist, weil sie 
viel zu hohe Werte liefert. Bei den von mir untersuchten Hefen würde 
der Glykogengehalt!) ohne Berücksichtigung des Gummis berechnet, 
zwischen 3,6 und 8,2%, schwanken, während er de facto nur 2,5 bis 
5,7%, beträgt; der Gehalt an Hefegummi variiert zwischen 1 und 3,7 o, 
beträgt mithin im Durchschnitt 2,35%; diese Zahl stimmt mit der 
schon früher von Salkowski!) angegebenen von 2% überein, die auf 
ganz anderem Wege, nämlich durch Bestimmung des Gummis als 
komplexe Kupferverbindung ermittelt war. 

Der Gehalt der Hefe an Gummi ist also sicherlich unterschätzt 
worden, so daß alle für den Glykogengehalt der Hefe angegebenen 
Zahlen zu hoch sind und einer Revision bedürfen. Da über die Be- 


1) Die Zahlen beziehen sich auf normal abgepreßte Hefe, nicht auf die 
Trockensubstanz. 
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deutung des Hefegummis für die Stoffwechselvorgänge in der Hefe 
bisher nichts Sicheres bekannt ist, und da es höchst unwahrscheinlich 
ist, daß es etwa die gleiche Funktion wie das Glykogen hat, da man 
‘ fernerhin nicht annehmen kann, daß beim Ablauf der Lebensprozesse 
in der Hefe unter verschiedenen Bedingungen Glykogen und Hefe- 
gummi unbedingt in gleichem Sinne beeinflußt werden, so haben auch 
alle Untersuchungen über Veränderungen des Glykogengehaltes der Hefe 
nur dann einen Wert, wenn die Glykogenanalysen nach Entfernung des 
Gummis ausgeführt sind. 


II. 

Seit längerer Zeit mit Studien über den Wirkungsmechanismus 
der Karlsbader Quellen auf den Kohlehydratumsatz beschäftigt, habe 
ich!) im vorigen Jahre zeigen können, daß Karlsbader Wasser und 
besonders Karlsbader Salz eine Abartung der Zuckerzersetzung bei 
der alkoholischen Gärung herbeiführen, indem der Zucker nach der 
sogenannten dritten Vergärungsform Neubergs?®) zerfällt, die durch stark 
verminderten Alkoholertrag und erheblich gesteigerte Glycerin- und 
Essigsäure-Produktion charakterisiert ist. 

Grüss®) hat bekanntlich die Hypothese geäußert, daß der Zucker, 
bevor er von der Hefe vergoren wird, die Glykogenstufe durchläuft. 
Versuche von v. Euler?) über diesen Gegenstand haben keine definitive 
Entscheidung gebracht. Die Frage ist jedoch Veranlassung für mich 
gewesen, die Prüfung der Glykogenbildung in der Hefe unter dem 
Einfluß von Alkalien, Karlsbader Salz und Karlsbader Wasser schon 
gelegentlich meiner vorjährigen Untersuchungen in Erwägung zu 
ziehen. Denn es erschien nicht ausgeschlossen, daß, genau wie die 
Zuckerspaltung, auch der Glykogenstoffwechsel unter künstlich ver- 
änderten Bedingungen, nämlich in alkalischem Milieu, anders wie bei 
der normalen Gärung ablaufen würde. Vorher mußte jedoch fest- 
gestellt werden, ob der Glykogenbestand der Hefe sich unter dem Ein- 
fluß von Alkalien verändern würde. Ich habe deshalb einige Versuche 
in der Weise angestellt, daß ich 10 g Hefe in 30 ccm Wasser bzw. 30 ccm 
einer ml, NaHCO,-Lösung oder in 30 ccm Wasser mit 2,34g Karlsbader 
Salz (so viel, daß dessen Gehalt an Na HCO, */,m in der Lösung war) 
in einem Kölbchen 6 Stunden lang im Brutschrank stehen ließ und 
dann das Glykogen nach der von v. Euler empfohlenen Pflügerschen 
Methode in der Modifikation von Schönfeld und Krampf bestimmte, 


1) P. Mayer, diese Zeitschr. 181, 1, 1922; Deutsch. med. Wochenschr. 
25, 1922. 

2) Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 96, 192, 1919; 100, 304, 1919. 

3) Gries, Zeitschr. f. d. ges. Brauer. 27, 1904. 

4) v. Euler, diese Zeitschr. 89, 337, 1914. 
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ohne damals noch das Hefegummi zu entfernen. Wenngleich daher 
die erhaltenen Glykogenwerte zweifellos zu hoch sind, so kann man 
der nachstehenden Tabelle doch wohl entnehmen, daß in den Alkali- 
versuchen mit Natriumbicarbonat, Karlsbader Wasser und Karlsbader 
Salz keine Anderung des Glykogengehaltes gegenüber den Kontrollversuchen 
mit Wasser eingetreten ist. 




















| l | Brut | GI kogen in g 
Ver | Hef Suspendiert i . schrank. 
such | > ' ii = aufenthalt ‚ berechnet 
1 10g Senst ` A0 eem Wasser 6 Stdn. 0,750 
| 10g Senst : 30com mj; NaHCO, 6 , 0752 
o "` 10g Tebbenhaff |;  30ccm Wasser 6 , 0,412 
ı 10g Tebbenhaff 30ccm mi, NaHCO, 6 , 0,409 
a II dee Inst. 30ocm Wasser 6 „ 0,498 
108 f. Gärungsgew. ` 30ccm Karlebadeer 6 , | 0,498 
| Ä Mühlbrunn Ä 
4 ‚108 Rasse XIIv. Ins. 30 com Wasser 6 „ | 0,564 
‚10g] f. Gärungsgew. 30 ocm Wasser 6 „10,560 
| |+ 2,34g Karlsb. Salz | 
5 10g Senst | 30ccm Wasser 6 „ | 0,603 
10g Senst | 20 eem Wasser 6 „ |! 0,597 
i + 2,34g Karlsb. Salz, | 


Die Frage schien daher für mich erledigt, so daß ich nun die er- 
wähnten Untersuchungen über die Glykogenbildung bei der alkoho- 
lischen Gärung in alkalischem Medium in Angriff nehmen wollte, als 
eine Mitteilung von Elias und Weiss!) erschien, die, von ganz anderen 
Gesichtspunkten ausgehend, Versuche über die Einwirkung von Alkali 
auf die Glykogenbildung in der Hefe angestellt hatten und zu entgegen- 
gesetzten Resultaten kommen. Dies veranlaßte mich, in diesem Winter 
zunächst diese Alkaliversuche wieder aufzunehmen, um, wenn möglich, 
die Ursachen für unsere abweichenden Ergebnisse aufzufinden und 
mich gleichzeitig mit dem Hefeglykogen selbst eingehender zu be- 
schäftigen. So kam ich auch zu der im ersten Teil dieser Arbeit be- 
schriebenen Verbesserung der Glykogenbestimmungsmethode. 

Elias und Weiss haben ihre Versuche in der Weise vorgenommen, 
daß sie in Zentrifugierröhrchen 1g Hefe in 21, ccm Wasser bzw. in 
alkalischen Lösungen suspendierten, die Röhrchen 21, Stunden bei 
37° im Thermostaten beließen und die Glykogenanalysen nach Pflüger 
ausführten, indem sie, wie Parnas und Baer?) bei ihren Glykogen- 
bestimmungen in Schildkrötenlebern zuerst angegeben hatten, in 
demselben Kölbchen die Aufschließung des Gewebes, die Fällung des 
Glykogens, die Auswaschung durch Dekantation und die Hydrolyse 


1) Elias und Weiss, diese Zeitschr. 127, 1, 1922. 
3) Parnas und Baer, ebendaselbst 41, 387, 1912. 
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vornahmen. Der Zucker wurde nach Bertrand bestimmt. Auf diese 
Weise haben sie Serienversuche angestellt, bei denen sie als Alkali- 
zusatz Natronlauge (mit Ausnahme eines einzigen Versuches mit 
Na,HPO, sind sämtliche Versuche, die die Autoren in ihren Tabellen 
mitteilen, mit NaOH ausgeführt) in abgestuften Konzentrationen von 
Dan bis ?/, verwendeten. Sie geben nun an, daß die Hefezellen in 
nfo bis Slsa Natronlauge suspendiert, sich mit Glykogen anreichern, 
daß die Glykogenzunahme mit der Alkalikonzentration steigt, und daß 
bei noch höheren Konzentrationen bis "/ zwar mehr Glykogen pro- 
duziert wird, aber zum Teil nicht mehr in der Zelle selbst liegen bleibt, 
sondern von dieser an die umgebende Flüssigkeit abgegeben wird. Zu 
dieser Schlußfolgerung sind sie dadurch gelangt, daß sie in einer Versuchs- 
reihe nicht nur Glykogenbestimmungen in Hefe + Flüssigkeit, sondern 
auch gesonderte Bestimmungen in der Hefe und in der von der Hefe 
abzentrifugierten Flüssigkeit ausgeführt haben. Für mich kamen 
nur die ersteren in Betracht, d. h. die Gesamtglykogenbestimmungen 
in Hefe + Flüssigkeit, da es mir ja nur auf die Entscheidung der 
grundsätzlichen Frage ankam, ob tatsächlich das Alkali eine Steigerung 
der Glykogenbildung in der Hefe bewirkt. Da ich nun früher mit 
Natriumbicarbonat bzw. Karlsbader Salz gearbeitet hatte, so hätten 
meine negativen Resultate durch die geringere Hydroxylionenkonzen- 
tration in meinen Ansätzen bedingt sein können. Deshalb habe ich 
die Versuche mit Natronlauge wiederholt, obzwar mir dieses Mittel 
für die Untersuchung von Vorgängen an lebenden Zellen von vorn- 
herein sehr wenig geeignet zu sein schien. Da ich natürlich keine Reihen- 
versuche anzustellen brauchte, habe ich diejenigen Konzentrationen 
angewandt, bei denen Zlias und Weiss den größten Glykogenzuwachs 
gefunden hatten, nämlich Silo und ®/,, und habe nicht 1g Hefe, wie 
die Autoren, sondern 10 g verwendet, weil ja die Resultate mit dieser 
größeren Menge wesentlich genauer ausfallen mußten. Die einzelnen 
Proben wurden nicht, wie bei meinen früheren Versuchen, 6 Stunden, 
sondern, so wie bei Elias und Weiss, nur 21, Stunden im Thermo- 
staten belassen. Das Glykogen habe ich, um wirklich exakte Werte 
zu erhalten, nach der von mir oben beschriebenen Methode bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben. 


Kontrollversuch | Alkalikonzentration | Alkalikonzentration 




















Versuch Heferasse mit Wasser | n|10 n/5 an 
10g Glykogen in g als Glucose berechnet 
1 [Hamen ...... 0,233 | 0,235 | = 
2 Langemeyer | 0,291 0,2% — 
.3 Hameln `... ` oe = 0,157 
4 |Sinner....... | 0,284 = | 0,279 
6 Hefe Schultheiß ` . | 0,106 — 0,1 
6 | Bäckerhefe ein 0,368 | 0,368 — 





496 P. Mayer: 


Es ist klar, daß von einer glykogenvermehrenden Wirkung der Natron- 
lauge in diesen Befunden keine Rede sein kann. 


Um aber einen etwaigen Einwand, die Versuche und die Glykogen- 
bestimmungen nicht in völlig gleicher Weise wie Elias und Weiss aus- 
geführt zu haben, zu entkräften, habe ich schließlich auch noch eine 
Reihe von Versuchen mit l g Hefe angestellt, die genau so wie von 
den Autoren durchgeführt wurden, bei denen ich also auch das Glykogen 
in voller Absicht fehlerhaft ohne Beseitigung des Hefegummis be- 
stammt habe. 




















A i 4 Kontrollversuch Alkalikonzentration Alkalikonzentration 
Versuch Heferasse | mit Wasser | e afio = | ab DR 
I. Glykogen in g als Glucose berechnet — 
l Verbandshefe `, `. `. 0,0492 ` 0,0520 — 
2 Tebbenhaff . . . . 0,0521 0,0520 0,0520 
3 Sinner. ...... 0,0687 0,0630 0,0585 
4 Hameln ...... 0,0454 | 0,0460 0,0449 
5 ‚Sinner. ....., . 0,0682 | — | 0,0679 


Auch diese Zahlen zeigen. daß die Natronlauge in keiner Weise 
zu einer Steigerung der in dem so gewonnenen Rohglykogen vorliegenden 
Polysaccharide in der Hefe führt. Denn die geringe Vermehrung in dem 
einen Versuch 1 beweist natürlich gar nichts, und der minimale Zuwachs 
von 0,0454 auf 0,0460 in Versuch 4 fällt selbstredend durchaus in die 
Fehlergrenzen. Da es immerhin denkbar schien, daß in den Versuchen 
von Elias und Weiss, die ja, wie alle anderen Autoren, die Glykogen- 
analysen ohne Berücksichtigung des Hefegummis ausgeführt hatten, 
die glykogensteigernde Wirkung des Alkalis dadurch vorgetäuscht 
war, daß die Natronlauge einen Zuwachs des Gummis und nicht des 
eigentlichen Glykogens herbeigeführt hat, so sind die Befunde meiner 
letzten Versuchsreihe besonders wichtig, weil sie zeigen, daß diese 
Möglichkeit jene Differenz zwischen den Ergebnissen der Autoren und 
der meinigen zu erklären ausscheidet. 

Worauf die divergierenden Resultate nun beruhen, vermag ich 
mit Sicherheit nicht zu entscheiden. Einen Punkt möchte ich jedoch 
noch betonen. Elias und Weiss haben auch die Beeinflussung des 
Hefeglykogens durch Säuren geprüft (Salzsäure) und behaupten auf 
Grund ihrer Untersuchungen, daß von einem bei steigender Säure- 
konzentration gleichsinnig zunehmenden oder abnehmenden Einfluß 
der Säure auf den Glykogengehalt keine Rede sein kann. Aus den 
angeführten Zahlen (l.c. Tabelle S.5) ließe sich aber doch eine aus- 
gesprochene Wirkung der Salzsäure ableiten! Denn bei einer Kon- 
zentration von ?/,, ist in fünf Versuchen viermal eine Glykogen- 
steigerung bis 21,5%, und einmal eine Glykogenabnahme um 7,4%, 
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angegeben; und bei Einwirkung von nl: Salzsäure findet sich in eben- 
falls fünf Versuchen viermal eine Zunahme des Glykogens bis zu 21,3%, 
und einmal ein Glykogenverlust von 6,5%, verzeichnet. Somit ist der 
angenommene Unterschied im Verhalten von Säure und Alkali auf 
die Glykogenie nach den Befunden der Autoren selbst nicht so be- 
deutend, da sie in den entsprechenden (?/;, und 2/,) Alkaliversuchen 
im Mittel eine Zunahme von 32 und 39,3%, fanden, wobei noch zu 
berücksichtigen ist, daß in beiden Versuchsreihen je ein Versuch mit 
einem Zuwachs von 74 und 75,8% völlig aus dem Rahmen fällt, so 
daß bei Fortlassung desselben die Glykogensteigerung nur 24,8 bzw. 
33,2%, betragen würde. Demgemäß berechtigen meines Erachtens — ganz 
abgesehen von meinen eigenen negativen Ergebnissen — die Daten der 
Autoren selbst keineswegs zu den von ihnen gezogenen weitgehenden 
Schlußfolgerungen. 


Studien über den Einfluß des Glykokolls 
auf die Fermentwirkung eines Soja-Ureasepräparates. 


I. Mitteilung. 
Über die Beziehungen zwischen Harnstoffkonzentration und Ureasewirkung 
und den Einfluß des Glykokolls auf dieselben. 
Von 
Naosaburo Katô (Kanazawa, Japan). 


(Aus der biochemischen Abteilung des Städtischen Krankenhauses 
„Am Urban‘ in Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 


Die Veränderung der Wirkung der Soja-Urease beim Zusatz 
von Glykokoll scheint von großer Wichtigkeit für die Ureaseforschung 
zu sein. Leider besitzen wir noch wenige Kenntnisse darüber. Jacoby!) 
hat im Jahre 1916 zuerst die Beobachtung gemacht, daB die Reaktion 
der Soja-Ureasewirkung durch Glykokollzusatz beschleunigt wird. 
Aber diese Erscheinung gilt nicht für alle Fälle, denn unter bestimmten 
Bedingungen zeigt der Glykokollzusatz keinen Einfluß auf den Verlauf 
der Soja-Ureasewirkung, wie es Rona und György?) gezeigt haben. 

Es fragt sich nun, unter welchen Umständen der Glykokollzusatz 
auf die Ureasereaktion beschleunigend wirkt. Um diese Frage zu 
klären, hat Nakagawa?) Versuche in dieser Richtung angestellt und 
kommt auf Grund seiner Beobachtungen zu dem Schluß, daß Glykokoll 
nur dann beschleunigend auf die Reaktion wirken kann, wenn die 
Soja-Ureaselösung stark verdünnt ist; er nimmt an, daß das Glykokoll 
nicht verstärkend auf die Reaktion wirkt, sondern nur die Soja-ÜUrease 
vor Zersetzung schützt, welcher sie in verdünntem Zustande unter- 
worfen ist. Man kann aber den Folgerungen Nakagawas nicht 
zustimmen, denn mit einer passenden Methode kann man nachweisen, 
daß auch bei starken Ureaselösungen Glykokollzusatz beschleunigend 
auf die Reaktion wirken kann. 

Man muß annehmen, daß die Wirkung des Glykokolls von ver- 
schiedenen Verhältnissen abhängig ist, denn die verschiedenen Urease- 
präparate und Untersuchungsmethoden geben verschiedene Resultate. 
Um genauer die Ursachen der Verschiedenheit der Ureasewirkung zu 
erforschen, habe ich Versuche angestellt, deren Resultate ich mitteilen 
möchte. Herrn Dr. Pincussen möchte ich an dieser Stelle für seine 
Anregungen und seine Hilfe bestens danken. 

1) Jacoby und Umeda, diese Zeitschr. 68, 23— 47. 


2) Rona und György, ebendaselbst 117, 115— 133. 
3) Nakagawa, Tokio-Igaku-Kai-Zassi, 1921. 
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Meiner Meinung nach liegt die Hauptschwierigkeit der Urease- 
forschung darin, daß die Fermentwirkung der Soja-Urease sehr stark 
verschieden ist, denn zwei Soja-Ureasepräparate, aus dem gleichen 
Material, unter den gleichen Bedingungen, nach den gleichen Methoden 
von denselben Händen hergestellt, zeigen bei Versuchen gleicher Art 
und Ausführung verschiedene Fermentwirkungen. Diese Tatsache ist 
sicher von jedem Ureaseforscher beobachtet worden, doch hat noch 
niemand darüber etwas mitgeteilt. Es wird meistens nur mit einem 
Ureasepräparat gearbeitet, um diese Schwierigkeit zu vermeiden; die 
Verschiedenheit der Wirkung wird als eine Eigenschaft des Ferments 
betrachtet. Wahrscheinlich sind diese Unstimmigkeiten aber zum 
größten Teil durch Verunreinigungen bedingt. 

Weiter möchte ich die Allgemeingültigkeit der verschiedenen, von 
vielen Forschern erhaltenen Resultate aus dem Grunde in Frage stellen, 
weil meist nur mit einer bestimmten Menge des Ureasepräparates und 
einer ebenfalls bestimmten Menge von Harnstoff gearbeitet wird, ohne 
Rücksichtnahme auf die quantitativen Beziehungen der Ureasemenge 
zur Harnstoffmenge usw. 

Ich will hier an Hand einiger Beispiele zeigen, wie sich hier erheb- 
liche Schwierigkeiten ergeben. 

Als erstes Beispiel bringe ich die Art der Vergleichung der so- 
genannten Stärke zweier Soja-Ureasepräparate, die ich nach der Methode 
von Jacoby und Sugga!) hergestellt habe bei Anwendung einer Ver- 
suchsmethode, die Jacoby und seine Schüler sehr oft bei ihren zahl- 
reichen Versuchen zwecks Vergleichung der Stärke mehrerer Präparate 
benutzt haben. Ich habe dabei folgende Resultate erhalten: 











Tabelle I. 
| Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge der Urease "re EE ` ve 
l Präparat A | Präparat B 
mg mg mg 
3 an | 3,9 
6 8,8 | 4,8 
d 24,5 | 17,6 
12 65,0 36,5 
15 86,0 62,0 
18 92,0 95,0 
21 102,0 113,0 
24 107,0 125,0 
27 119,0 136,0 
30 130,0 147,0 


Harnstoffmenge: 400 mg, Gesamtvolumen: 31 ccm, Temperatur: 35 
bis 37°C, Wirkungsdauer: 20 Stunden. Ohne Puffer. 


1) Jacoby und Sugga, diese Zeitschr. 69, 116— 127. 
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Aus diesem Beispiel geht deutlich hervor, daß es fehlerhaft ist, 
auf Grund der z. B. mit 30 mg Urease erhaltenen Resultate anzu- 
nehmen, daß das Präparat A fermentativ stärker wirkt als das Prä- 
parat B. Zuerst muß man die Qualität der fermentativen Wirkung 
beider Präparate bestimmen, denn es ist unmöglich, die Stärke quali- 
tativ verschiedener Wirkungen miteinander zu vergleichen. 

Als zweites Beispiel kann uns die Bestimmung des Einflusses 
von Zink auf die Ureasewirkung dienen und ferner der Einfluß von 
Glykokoll auf die Fermentwirkung der Urease, die mit Zink behandelt 
wurde, um zu zeigen, wie die Ergebnisse der Versuche solcher Art 
von den Versuchsbedingungen abhängig sind. 

. Zu 50 ccm einer 0,3proz. Soja-Ureaselösung fügt man Ze Zink- 
pulver zu. Man läßt das Gemisch im Eisschranke 20 Stunden stehen, 
nachdem wird zentrifugiert und die obere klare Schicht abfiltriert. 
Die in solcher Weise erhaltene Flüssigkeit wird auf ihre Ferment- 
wirkung geprüft. Als Kontrolle dient eine in gleicher Art hergestellte 
Flüssigkeit, die nicht mit Zink vorbehandelt wird. Mit diesen Flüssig- 
keiten habe ich ein und denselben Versuch nach drei verschiedenen 
Methoden ausgeführt. 


Tabelle II. 
A. Nach der Methode 1: 








Menge des entstandenen Ammoniaks 
| ya Se U a ee ee En ar Br E 


Versuchsmaterial ohne Glykokoll | GRAm 
` j mg . f u mg ` 
SA ei E Se Se 
Urease, die mit Zink behandelt wurde . 4,4 68,0 
Urease, die mit Zink nicht behandelt wurde 113,0 | 114,0 


Menge der zu untersuchenden Lösung: 10 ccm, Gesamtvolumen: 31 ccm, 
Temperatur: 35 bis 37°C., Wirkungsdauer: 20 Stunden, Harnstoffmenge: 
400 mg. Ohne Puffer. 


B. Nach der Methode 2: 


i Menge des entstandenen Ammoniaks 





t 








Versuchsmaterial ohne Glykokoll | GN eier 
ENEE = me EE 
z ee DE SE 
Urease, die mit Zınk behandelt wurde . ' 0,37 1,09 
Urease, die mit Zink nicht behandelt wurde | 1,40 1,79 


Menge der zu untersuchenden Lösung: 1l cem, Harnstoffmenge: 60 mg, 
Gesamtvolumen: 5 ccm, Temperatur: 45°C., Wirkungsdauer: 11, Stunden, 
Puffer: Phosphatgemisch. 
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C. Nach der Methode 3: 


| Menge des entstandenen Ammoniaks 


nn 








Versuchsmaterial ohne Glykokoli | ok 
DIESE EIS EEE _ mg DE 4 
Snan ge a a en 
Urease, die mit Zink behandelt wurde . | 0,55 | 0,85 
Urease, die mit Zink nicht behandelt wurde : 1,36 | 1,66 





Menge der zu untersuchenden Lösung: 1 ccm, Harnstoffmenge: 3 mg, 
Gesamtvolumen: 5 ccm, Temperatur: 45°C, Wirkungsdauer: 11, Stunden, 
Puffer: Phosphatgemisch. 

Die Resultate, die man nach der Methode 1 bekommt, nach welcher 
Jacoby seine Versuche gleichfalls ausgeführt hat, geben ebenfalls gleiche 
Resultate wie bei Jacoby, auf Grund derer er seine „Künstliche Zymo- 
gentheorie‘ aufgebaut hat!). Aber die gleichen Versuche, unter anderen 
Versuchsbedingungen ausgeführt, geben ganz abweichende Resultate. 

Aus diesem Beispiel geht deutlich hervor, wie schwer es ist, auf 
Grund einiger Versuche nach einer Untersuchungsmethode eine Theorie 
der Soja-Ureasewirkung aufzustellen, da bei anderen Versuchsbedin- 
gungen derselbe Versuch ganz andere Resultate ergeben kann. 

Um die oben angeführten Unsicherheiten bei der Soja-Urease- 
untersuchung zu vermeiden, habe ich zunächst bei meinen Versuchen 
ein bestimmtes Ureasepräparat benutzt und eine bestimmte Prüfungs- 
methode angewendet, um damit die verschiedenen Erscheinungen, 
die das Ureasepräparat bei verschiedenen Urease-Harnstoffverhältnissen 
und Temperaturen während der Reaktion aufweist, miteinander zu 
vergleichen und die Ursachen dieser Schwankungen zu ermitteln. 

Es ist mir geglückt, einige solche Ursachen festzustellen und 
dadurch bei meinen weiteren Versuchen die Schwankungen der Re- 
sultate zu vermeiden. Dank dieser Untersuchungsart ist es mir ge- 
lungen, einige sichere Erscheinungen der Fermentwirkung der Soja- 
Urease festzustellen, die uns einige Aufklärung über das Wesen der- 
selben geben. 

Auf Grund meiner Versuche konnte ich feststellen, daß bei gleich- 
bleibender Ureasemenge verschiedene Harnstoffkonzentrationen ver- 
schiedene Reaktionsgeschwindigkeiten geben, und nur eine ganz be- 
stimmte Harnstoffkonzentration eine optimale Ureasewirkung gibt. 
Sind die Konzentrationen kleiner oder größer als diejenige, die uns 
die optimale Wirkung liefert, so ist die NH,-Bildung durch Urease- 
wirkung immer kleiner als bei ‚optimaler‘‘ Harnstoffkonzentration. 
Die letztere ist bei einem bestimmten Soja-Ureasepräparat und für 
eine bestimmie Menge desselben eine konstante Größe, die ich als 


1) Jacoby, diese Zeitschr. 104, 316; 128, 80. 
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Äquivalentharnstoffkonzentration (verkürzt Ä. H.K.) des betreffenden 
Soja-Ureasepräparates bezeichne. 

Temperaturschwankungen und leichte Veränderungen des Ver- 
dünnungsgrades während der Reaktion üben keinen Einfluß auf die 
Ä.H.K. aus. 

Die Ammoniakmengen, die bei verschiedenen Harnstoffkonzen- 
trationen entstehen, sind also bei ein und demselben Ureasepräparat 
für ganz bestimmte Mengen desselben verschieden. 
gebildetesNH, bei irgend einer Harnstoffkonzentration 

EES gebildetes NH, bei der A H. K. 
bezeichne ich als „Gradation“ der Unasswitkung für diese Harnstoff- 
konzentration. Diese Beziehung stellt ein zweites Charakteristikum 
der Urease dar. 

Die Gradation wird, im Gegensatz zu der A. H. K., von der Tem- 
peratur beeinflußt. 

Die Qualität der Gradation bezeichne ich, je nach der Veränderung 
durch die Temperatur (Zunahme oder Abnahme), durch ‚hoch‘ oder 
„niedrig“. 

Über die Beziehungen der Harnstoffkonzentration zu der Reak- 
tionsgeschwindigkeit der Ureasewirkung läßt sich also zusammenfassend 
folgendes sagen: 

Eine bestimmte Menge eines bestimmten Soja-Unsasepräparates 
hat eine ganz bestimmte Harnstoffkonzentration, die eine optimale 
Reaktionsgeschwindigkeit aufweist, nämlich die Äquivalentharnstoff- 
konzentration, die bei Temperaturschwankungen während der Reaktion 
und wechselnder Reaktionszeit stets optimal bleibt; außerdem besitzt 
sie eine bestimmte ‚„Gradation‘“ für die verschiedenen Harnstoff- 
konzentrationen, die von der Temperatur während der Reaktion be- 
einflußt wird, und zwar in zunehmendem Sinne durch Erhöhung der 
Temperatur und Vergrößerung der Reaktionszeit. 

Untersuchungen über die Größe der Ä.H.K. bei verschiedenen 
Mengen ein und desselben Ureasepräparates haben ergeben, daß die 
A H.K. bei großen Mengen größer ist als die Ä. H. K. bei kleinen 
Mengen. Ferner ergibt sich, daß die Ä.H.K. bei gleichen Mengen, 
aber verschiedenen Präparaten, obwohl nach gleicher Methode her- 
gestellt, verschieden sind. 

Als Beispiel diene Tabelle III, welche die unter sonst gleichen 
Verhältnissen durch zwei Präparate entstandenen NH,-Mengen zeigt. 


Aus diesem Versuche kann man die A. H. K. und die Ammoniak, 
menge bei der betreffenden A. H. K. bestimmen, und zwar ergibt sich: 


Für 5 mg des Uressepräparates A und Präparat B 
DieÄ.H.K........ etwa 12 mg etwa 6 mg 
Die betreffende Ammoniak- d 

menge bei A. H. K.. .. etwa 2,15 mg etwa 2,02 mg. 


NËT 
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Tabelle III. 
Menge Menge : Menge des entstandenen Ammoniaks 
des Harnstoffs der Urease PIE nn S = 
| Präparat A | Präparat B 
mg | mg l mg ; mg 
30,058 18 | 1% 
S | 5 2,12 2,02 
12 | 5 2,15 | 1.9 
2A >] 5 2,02 | 1,94 
2 5 0,93—0,89 
36 5 | 0,44 | 0,51 
192 5 | 0,17 0,23 


Gesamtvolumen: 5 ccm, Temperatur: 25 C, Wirkungsdauer: 2 Stunden, 
Puffer: Phosphatgemisch. 

Auch die ‚Gradationen‘‘ dieser zwei Ureasepräparate sind ver- 
schieden, wie wir es aus folgendem Beispiel sehen können. Von Prä- 
parat B wird eine etwas größere Menge (z. B. 6 mg) genommen, um 
ungefähr die gleiche Menge des Ammoniaks bei der Ä. H. K. zu er- 
halten, wie es das Präparat A bei 5mg entwickelt, und der Versuch 
in gleicher Weise wie vorher wiederholt. (Die Methode und die Be- 
dingungen sind im experimentellen Teil angeführt.) 














Man bekommt: 
Tabelle IV. 
Fi i | Menge des entstandenen Amımoniaks 

des Harnstoffs y Prä äparat A EN Präparat B 
mi Am: Gm ` 

3 2,00 | 2,20 

6 2,10 2,20 

12 217 2,20 

24 2,00 2,12 

48 0,89 1,35 

96 0,44 0,94 

192 0,17 | 0,52 


Gesamtvolumen: 5 ccm, nn 37°C, Wirkungsdauer: 2 Stunden, 
Puffer: Phosphatgemisch. 

Wie aus dem Resultat hervorgeht, ist die Gradation des Prä- 
parates A bei jeder Harnstoffkonzentration niedriger als die des Prä- 
parates B. 

Endlich ist auch die Menge des entwickelten Ammoniaks bei der 
A HK eine Konstante des betreffenden Soja-Ureasepräparates, die 
ich als ‚Ammoniakmenge bei A H. K.“ bezeichne. 

Die drei Konstanten der Fermentwirkung des Soja-Ureasepräpa- 
rates, nämlich 

1. Äquivalentharnstoffkonzentration (Ä. H. K.), 
2. Gradation, 
3. Ammoniakmenge bei der A H. K., 
Biochemische Zeitschrift Band 136. 33 
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sind Veränderungen unterworfen, die durch Schwankungen äußerer 
(Temperatur während der Reaktion, Reaktionszeit usw.) und innerer 
Bedingungen (Qualität, Zusammensetzung usw.) hervorgerufen werden, 
wie man es aus folgendem Beispiel sehen kann. 

Man läßt eine Soja-Ureaselösung längere Zeit im Eisschranke 
stehen und bestimmt dann die Konstanten; dabei zeigt sich, daß die 
Ä.H.K. größer geworden ist, die betreffende Ammoniakmenge bei 
der Ä.H.K. geringer, nur die Gradation ist fast unverändert geblieben. 
Wird durch Zusatz von primärem Kaliumphosphat (KH,PO,) die 
Soja-Ureaselösung etwas sauer (Pu = etwa 5,5) und auf 45° in einem 
Wasserbade während einiger Stunden erwärmt, so beobachtet man 
folgende Veränderungen der drei Konstanten: Die Ä.H.K. steigt, 
die betreffende Ammoniakmenge bei der A. H. K. wird größer, und 
die Gradation wird höher. 

Nun kommt die Frage, ob diese drei Konstanten in einem ge- 
wissen Zusammenhang untereinander stehen oder nicht. Am besten 
wird diese Frage gelöst beim Studium der Glykokolleinwirkung auf 
die Reaktion der Soja-Urease. 

Über den Einfluß des Glykokolls auf die Fermentwirkung der 
Soja-Urease in bezug auf die drei Konstanten konnte ich bei meinen 
experimentellen Versuchen folgendes feststellen : 

l. Bei der Zugabe von kleinen Mengen des Glykokolls (zweifach 
mehr als die Ureasemenge) und niedriger Temperatur (unter 35° C) steigt 
die A H. K., d.h. die optimale Wirksamkeit liegt bei einer höheren 
Harnstoffkonzentration, die Ammoniakmenge bei der Å. H. K. bleibt fast 
konstant, und die Gradation wird bei größerer Harnstoffkonzentration 
als der der Ä.H.K. höher, bei kleinerer bleibt sie unverändert. 

2. Wird die Temperatur beim gleichen Versuche während der 
Reaktion hoch (etwa 45°) gehalten, steigt ebenfalls die A H. K., dabei 
steigt auch die betreffende Ammoniakmenge, und die Gradation wird 
in der ganzen Ausdehnung höher. 

3. Bei Zusatz von größeren Mengen von Glykokoll (zehnfache der 
Uressemenge) und bei niedriger Temperatur steigt die Ä. H. K., die 
Ammoniakmenge bei der A. H. K. bleibt konstant, und die Gradation 
wird oberhalb der Ä.H.K. höher, unterhalb derselben niedriger. 

4. Wird die Temperatur bei gleicher Fermentwirkung hoch 
gehalten, so steigt die A H. K., auch steigt die Ammoniakmenge bei 
der Ä.H.K., und die Gradation wird in der ganzen Ausdehnung höher. 

Dabei ist hier von großer Wichtigkeit, die Tatsache festzustellen, 
daß die Zunahme der Ammoniakmenge unter der Einwirkung des 
Glykokolls unterhalb der Ä.H.K. begrenzt ist. D. h., wenn zu einer 
Ureaselösung Glykokoll zugesetzt wird, entwickelt dieselbe bei gleicher 
Harnstoffkonzentration mehr Ammoniak, als sie ohne Glykokollzusatz 
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bilden kann. Wird der gleiche Versuch wiederholt und dabei noch 
mehr Glykokoll als vorher hinzugefügt, so beobachten wir, daß unter- 
halb der A. H. K. die Menge des entwickelten Ammoniaks im Vergleich 
zum ersten Versuch sich nicht vermehrt hat, dagegen oberhalb der 
Ä.H.K. bedeutend mehr zugenommen hat als beim früheren Versuch. 

Also nach Zusatz von großen Mengen des Glykokolls zu der Soja- 
Ureaselösung wird die Fermentwirkung derselben bei jeder Harnstoff- 
konzentration nur bei hoher Temperatur verstärkt; falls die Tempe- 
ratur während der Reaktion niedrig ist, kann man diese Verstärkung 
nur bei höherer Harnstoffkonzentration als der Ä.H.K. beobachten. 

Die Verstärkung der Soja-Ureasewirkung durch Zusatz von Gly- 
kokoll ist bei kleineren Harnstoffkonzentrationen als der optimalen, 
also der A H. K., begrenzt. Wenn die Menge des zugefügten Glykokolls 
groß genug ist, ist der Unterschied zwischen den Ammoniakmengen, 
die bei einer gleichen Harnstoffkonzentration (kleiner als die A H. K.) 
bei einfacher Fermentwirkung und bei der durch Glykokollzusatz bis 
zur Grenze verstärkten Fermentwirkung entstanden sind, von der 
Menge des zugefügten Glykokolls unabhängig. Er ist verschieden bei 
verschiedenen Soja-Ureasepräparaten. Der Wert dieses Unterschiedes 
ist ebenfalls eine Konstante der Fermentwirkung eines bestimmten 
Soja-Ureasepräparates, die ich als ‚„Verstärkungsgrad durch @lykokoll- 
zusalz eines Ureasepräparates‘‘ bezeichne. 

Diese Konstante kann sich durch bestimmte Einwirkungen auf 
das Präparat, wie z. B. längere Aufbewahrung usw., verändern. 

Die Hauptfrage ist nun: sind die hier von mir angeführten vier 
Konstanten der Fermentwirkung von Soja-Urease, nämlich 

l. die Äquivalentharnstoffkonzentration (Ä. H. K.), 
2. die Gradation, 
3. die Ammoniakmenge bei der A H. K., 
4. der Verstärkungsgrad durch Glykokollzusatz, 
abhängig voneinander und auf Grund welcher Gesetzmäßigkeit ? 

Aus meinen Versuchen kann ich zurzeit keine ausreichende Ant- 
wort auf diese Frage geben; ich hoffe aber, in den weiteren Mitteilungen 
noch näher auf diese Frage einzugehen. 

Ich möchte jedoch schon jetzt als sehr wahrscheinlich annehmen, 
daß die Fermentwirkung des Soja-Ureasepräparates nur in dem Falle 
als definiert zu betrachten ist, wenn alle vier Konstanten unverändert 
geblieben sind, und daß die Bestimmung dieser vier Konstanten für 
die qualitative Bestimmung einer Soja-Ureasewirkung unentbehrlich ist. 

Die innere Natur dieser Erscheinungen afuzuklären, ist eine schwere, 
aber lohnende Aufgabe. | 

Die von den meisten Autoren geteilte Anschauung, daß die Ferment- 
wirkung der Soja-Urease sich als eine einzige Reaktion zwischen der- 
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selben und dem Harnstoff darstellt, führt zu der weiteren Annahme, 
daß die meisten Veränderungen der Fermentwirkung, die sich durch 
Schwankungen der genannten Konstanten äußern, durch veränderte 
Bedingungen während der Reaktion verursacht sind. Ich glaube jedoch 
annehmen zu dürfen, daß das Soja-Ureasepräparat im wesentlichen 
aus zwei Bestandteilen, deren quantitativen Verhältnisse nicht konstant 
sind und aus bestimmten Gründen sich ändern können, besteht, und 
daß die Veränderungen der Soja-Ureasewirkung, ebenfalls die un- 
gleichen Wirkungsarten verschiedener Präparate, direkt von den Ver- 
änderungen der Zusammensetzung bzw. der Verschiedenheit des Ver- 
hältnisses zwischen diesen Bestandteilen verursacht werden. 

Die folgenden Tatsachen, die ich, außer den oben beschriebenen, 
bei meinen Untersuchungen beobachtet habe, sprechen für meine 
Auffassung. 

l. Die Ureasereaktion verstärkende Wirkung von Glykokoll er- 
reicht erst nach einiger Zeit ihren maximalen Punkt. 

2. Die Größe der Verstärkung der Soja-Ureasewirkung durch 
Glykokoll ist von der Glykokollzusetzungszeit abhängig. Läßt man 
ein Gemisch bestimmter Menge Harnstoff und Glykokoll einige Zeit 
stehen, und fügt dann dazu eine Menge des Soja-Ureasepräparates, 
und mischt andererseits Harnstoff und Glykokoll zusammen, und fügt 
dazu, sofort nach der Mischung, eine bestimmte Menge des Präparates, 
so sind in diesen zwei Fällen die Fermentwirkungen verschieden, ob- 
gleich alle sonstigen Bedingungen ganz gleich sind, und zwar zeigt im 
ersten Falle das Präparat stärkere Fermentwirkung als im zweiten Falle. 

3. Durch Behandlung eines Soja-Ureasepräparates mit frisch ge- 
fälltem neutralen Calciumphosphat erhält man zwei Teile, die sich 
voneinander iin folgendem unterscheiden: Ein Bestandteil zeigt eine 
schwache Fermentwirkung, die durch Glykokollzusatz nicht verstärkt 
werden kann, wirkt aber verstärkend auf die Fermentwirkung des 
anderen Teiles. Der andere Teil besitzt ebenfalls eine schwache Ferment- 
wirkung, aber durch Zusatz von Glykokoll und, wie oben angeführt, 
durch Zusatz des ersten Teiles wird seine Fermentwirkung bedeutend 
verstärkt. Beide Teile zusammengemischt, geben die Fermentwirkung 
eines unbehandelten Soja-Ureasepräparates. 

4. Wird eine Soja-Ureaselösung längere Zeit im Eisschranke auf- 
bewahrt, so zeigt sie bei jeder Harnstoffkonzentration, sogar nach 
Glykokollzusatz, keine Fermentwirkung, jedoch verstärkt sie die 
Fermentwirkung einer frisch hergestellten Lösung des gleichen, ebenso 
auch eines anderen Ureasepräparates, und die verstärkte Ferment- 
wirkung ist dabei gleich derjenigen nach Glykokollzusatz. 

Auf Grund dieser Ergebnisse dürfte folgende Hypothese für die 
Fermentwirkung des Soja-Ureasepräparates zu erwägen sein: im 
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Präparat befinden sich als wesentlich zwei Hauptbestandteile, erstens 
das spaltende Ferment, die Soja-Urease, und zweitens eine noch un- 
bekannte Substanz, die imstande ist, mit dem Harnstoff Verbindungen 
einzugehen, und die ich in folgendem mit X bezeichnen will. Diese 
Verbindung Harnstoff-X wird durch die Soja-Urease unter Abgabe 
von Ammoniak und Kohlensäure zersetzt. Der fermentativ wirksame 
Teil des Präparates vermag ohne Gegenwart dieser unbekannten 
Substanz Harnstoff nicht zu zersetzen: er scheint sogar durch freien 
Harnstoff inaktiviert zu werden. 

Es handelt sich also bei der Wirkung der Ureasepräparate um zwei 
Reaktionen: erstens Reaktion zwischen Harnstoff und X, zweitens 
Reaktion dieser Verbindung mit der Soja-Urease. Bis zu einer ge- 
wissen Harnstoffkonzentration ist die Größe der Fermentwirkung von 
dieser abhängig und wächst mit ihrer Zunahme. Ist die Harnstoff- 
konzentration zu groß, so ist infolge von Inaktivierung eines Teiles 
der Urease die Fermentwirkung vermindert. In charakteristischer 
Weise kann die Wirkung des normalerweise in den meisten Urease- 
präparaten vorhandenen unbekannten Stoffes X durch Glykokoll 
ersetzt werden. 

Ob noch andere Substanzen, welche bei der Herstellung der Urease- 
präparate diesen anhaften, bei der Verschiedenheit der Wirkung eine 
Rolle spielen, muß den Gegenstand weiterer Untersuchungen bilden. 
Ferner ist als außerordentlich wesentlich die Frage zu prüfen, woher 
das bei der Ureasereaktion entwickelte Ammoniak stammt, ob direkt 
aus dem Harnstoff, oder ob hierbei der unbekannte Stoff X bzw. das 
Glykokoll, das an seine Stelle treten kann, beteiligt ist. 

Es handelt sich also wahrscheinlich um zwei Reaktionen, deren 
erste eine Reaktion zwischen Harnstoff und der bisher unbekannten 
Substanz ist, während in der zweiten Phase diese FEST mit 
der Soja-Urease reagiert. 


Experimenteller Teil. 


Die Soja-Ureasepräparate, die hier benutzt waren, sind nach der 
Methode von Jacoby-Sugga!) hergestellt worden. Die Sojabohne wird 
zuerst in Pulverform gebracht, durch Petroläther entfettet, mit einer 
fünffachen Wassermenge versetzt und für die Extraktion über Nacht 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Am nächsten Tage wird die 
oben stehende Flüssigkeit auf der Nutsche abgesaugt und das er- 
haltene Filtrat bei Zimmertemperatur im Faust-Heimschen Apparat 
durch den Luftstrom abgedunstet; die erhaltene Substanz wird im 
Exsikkator getrocknet und gepulvert. 


1) Jacoby und Sugga, diese Zeitschr. 69, 116— 127. 
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Das in solcher Weise hergestellte Soja-Ureasepräparat besitzt eine 
hellbraune Farbe und ist in Wasser leicht löslich. Die Lösung desselben 
ist opalisierend und von gelblicher Farbe. Die lproz. Lösung des 
Präparates zeigt bei der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration 
mit Hilfe der kolorimetrischen Methode me = 6,2 bis 6,4. 

Harnstoff und Glykokoll, die bei diesen Versuchen benutzt waren, 
sind von Kahlbaum, und die wässerigen Lösungen der beiden zeigen 
pu = 7,0 bis 7,2, ebenfalls mit der kolorimetrischen Methode bestimmt. 

Als Puffer wird ein Phosphatgemisch benutzt und in folgender 
Weise hergestellt: 


Na, HPO, 11,8769g auf 1 Liter CO,-freies Wasser; 
KH,PO, 9,0789g auf 1 Liter CO,-freies Wasser. 


Sieben Teile der Na,HPO,-Lösung und drei Teile der K H,P O,- 
Lösung werden zusammen gemischt. Das Phosphatgemisch zeigt bei der 
Wasserstoffionenkonzentrationsbestimmung mit Hilfe der kolori- 
metrischen Methode py = 732. 


Methodik. 


Das Untersuchungsmaterial wird in ein Reagenzglas aus Jenaer Glas, 

20 cm lang und 2 cm weit, gebracht, und dieses in einem Wasserbad bei 

einer bestimmten Temperatur auf eine bestimmte Zeit eingestellt. Nach 
Ablauf der gewünschten Zeit wird das Reagenzglas aus dem Wasserbad 
herausgenommen, und zum Inhalt werden drei Tropfen verdünnter Schwefel- 
säure hinzugefügt. Durch Zusatz der Schwefelsäure wird die weitere 
Fermentwirkung mit Sicherheit unterbrochen, wie ich es durch zahlreiche 
Experimente feststellen konnte. 

Die Bestimmung der entwickelten Ammoniakmenge erfolgt nach der 
Vorschrift von Pincussen!). Vorgelegt wurde eine bestimmte Menge von 
n/50 Schwefelsäure mit Zusatz von K JO}. 

Die Destillation dauert unter starker Wirkung der Saugpumpe 
15 Minuten. Nach Ablauf der Destillation wird die Schwefelsäure in der 
Vorlage nach Zusatz von Leem ö5proz. Kaliumjodidlösung mit 
n/50 Natriumthiosulfatlösung titriert. Aus der dabei verbrauchten Schwefel- 
säuremenge wird die entsprechende Ammoniakmenge berechnet. 


1. Versuche zur Bestimmung der entstandenen Ammoniakmengen durch 

Fermentwirkung von gleichen Ureasemengen ein und desselben Soja-Urease- 

präparates bei verschiedenen Harnstoffkonzentrationen, Temperaturen 
während der Reaktion und Reaktionszeiten. 


Mengenverhältnisse: 

2ccm Phosphatgemisch, 1 cem Harnstofflösung (0,1 Mol bis 4,0 Mol), 
l ccm Soja-Ureasepräparatlösung (0,5%, frisch hergestellt), 1 ccm Wasser, 
2 Tropfen Toluol. 


1) Pincussen, Mikromethodik, Leipzig 1921. 
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Versuch |. 
Tabelle V. 

| Menge des entstandenen Ammoniaks 

Menge | ! . 

des U Gase | ER Wee E | Be Reaktionszeit 

EISES | 1 Stunde 2 Stunden 4 Stunden 

mg ` mg | m m 
5 3 u 0,29 0,61 1,14 
5 6 0,35 0,70 1.29 
5 | 12 0,36 0,73 1,32 
5 004 0,36 0,73 1,32 
5 | 48 0,36 0,71 1,29 
5 96 0,34 0,68 1,12 


Temperatur: 16°C. Gesamtvolumen: 5ccm, op am Anfang der 
Reaktion: 7,0. 


Versuch 2. 
Tabelle VI. 














en gw E 2 a SIE ee. 


0,70 

0,75 
0,78 
0,78 
0,74 
0,66 


Temperatur: 35°C, Gesamtvolumen: 5ccm, Puffer: 2 cem Phosphat- 
gemisch, Pyu am Anfang der Reaktion: 7,0. 

















Versuch 3. 
Tabelle VII. 
, Menge des entstandenen Ammoniaks l 
Menge | Menge | Reaktionszeit 
des Ureasc» ge | eaktionsz 
g des Harnstoffs ` 
BE 1 Stunde 2 Stunden 
Do m Ir mg I mg 
2 3 | 1,32 | 1,82 
5 12 1,48 | 2,05 
6 24 | 1,56 2.10 
2 | 48 182 2,00 
5 96 l 1,17 1,67 
h 





Temperatur: 45°C, Gesamtvolumen: 5 ccm, Puffer: 2 ccm Kee 
gemisch, Ge am Anfang der Reaktion: 7,0. 
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Aus diesen drei Versuchen geht deutlich hervor, daß unter diesen 
Bedingungen die optimale Ammoniakmenge, die durch die Ferment- 
wirkung von gleichen Mengen des Soja-Ureasepräparates entsteht, bei 
einer bestimmten Harnstoffkonzentration, und zwar in diesem Falle 
bei etwa 24 mg Harnstoff erreicht wird, bei allen anderen Harnstoff- 
mengen ist die entwickelte Ammoniakmenge kleiner. 

Die Veränderung der Temperatur und der Reaktipnszeit übt keine 
Wirkung auf diese Verhältnisse aus. 


II. Versuche zur Bestimmung der entstandenen Ammoniakmengen durch 
Fermentwirkungen verschiedener Mengen ein und desselben Soja-Urease- ` 
präparates, bei verschiedenen Harnstoffkonzentrationen, Temperaturen 
und Reaktionszeiten. 

Mengenverhältnisse: 

2 cem Phosphatgemisch, Leem Harnstofflösung (0,1 Mol bis 2,0 Mol), 
0,5 bis 2ccm Ureasepräparatlösung (0,5%, frisch hergestellt). 1,5 bis 
0 cem Wasser, 2 Tropfen Toluol. 


Versuch 4. 


Menge des entstandenen Ammoniaks 


Tabelle VIII. 





Menge des Ureasepräparates 


Menge des Harnstoffs 














2,5 mg 5,0 mg 10,0 mg 
mg |i mg mg mg 
| | 
6 | 048 074 1,42 
12 | 0,46 0,77 1,49 - 
24 ' 04 | 0,77 1,52 
36 0,38 0,77 1,52 
60 | 0,29 0.70 1,58 
120 0,11 0,59 1,44 


Temperatur: 32°C, Wirkungsdauer: 1 Stunde, Gesamtvolumen: 5 cem, 
Puffer: 2ccm Phosphatgemisch, Py am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Versuch 5. 


Menge des Harnstoffs 


Tabelle IX. 


| Menge des entstandenen Ammoniaks 
EE 














Menge des Ureasepräparates 


| 25mg 5,0 mg 10,0 mg 
mg m "mg | mg 
6 i 0,80 1,45 | 2,47 
12 ı 0,76 149 |, 265 
24 0,716 ' 1,56 2,72 
36 064 ' 1,56 2,77 
60 0,43 1,42 2,77 
120 0,15 0,92 2,60. 





Temperatur: 47°C, Wirkungsdauer: 1 Stunde, Gesamtvolumen: 5 cem, 
Puffer: 2ccm Phosphatgemisch, pg am Anfang der Reaktion: 7,0. 
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Aus diesen zwei Versuchen geht hervor, daß die oben nachgewiesene 
Tatsache, daß eine optimale Ammoniakmenge nur bei einer bestimmten 
Harnstoffkonzentration erreicht wird, bei gleichen Mengen desselben 
Soja-Ureasepräparates Gültigkeit hat, wogegen bei verschiedenen 
Mengen desselben auch die Harnstoffkonzentrationen verschieden sind, 
bei denen die Fermentwirkung des Präparates eine Maximalammoniak- 
menge entwickeln kann. 


Tabelle X. 


Vergleich der Maximalammoniakmengen, die durch fermentartige Ein- 

wirkung verschiedener Mengen des gleichen Soja-Uresasepräparates auf 

verschiedene Mengen Harnstoff, bei einer bestimmten Temperatur und 
Reaktionszeit entstanden sind. 





Menge des Präparnates 





ü in E 


A. Bei der Temperatur von 32°C. 
Verhältniese zwischen den 1 e | 2.05 
Maximslammoniskmengen ` 1.00 zn i 330 


B. Bei der Temperatur von 47°C. 


Verhältnisse zwischen den | 10 Ge 178 
Maximalammoniakmengen | 1,00 = 3745 
Tabelle XI. 


Vergleichung .der Maximalammoniakmengen, die durch fermentative 

Einwirkung einer bestimmten Menge des gleichen Soja-Ureasepräparates 

auf verschiedene Mengen Harnstoff, bei gleicher Reaktionszeit und ver- 
schiedenen Temperaturen entstanden sind. 





Beide "II 
Temperatur | 2,5 mg | 5,0. mg ; 10,0 mg 


nn aah, Fea Së Ta S e 


Menge des Präparates 
oC mg mg mg 
Deg = Sr nee = | = Fern RW EE = FC - ee 
Verhältnisse zwischen den 32 "Lë | 1,00 ` Lon 
Maximalammoniakmengen ` 47 1,66 ' 2,03 Ly 


Aus diesen Vergleichungen können wir ersehen, daß 

l. die optimalen Ammoniakmengen, die durch Einwirkung von 
5mg und 10 mg des Präparates bei der Temperatur von 320 
und durch die von 2,5 und 5,0 mg bei 47° entstanden sind, 
proportional zu der benutzten Menge des Präparates sind, 
während in anderen Fällen kein solches Verhältnis aufgewiesen 
wird; 

2. durch Erhöhung der Temperatur während der Reaktion die 
fermentative Wirkung von 5,0 mg des Präparates stärker be- 
einflußt wird als die von 2,5 und 10,0 mg. 
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III. Versuche zur Bestimmung der entstandenen Ammoniakmengen dureh 

fermentative Wirkung verschiedener Mengen des gleichen Soja-Urease- 

präparates, bei großer Harnstoffkonzentration (Harnstoffmenge = 400 mg) 
und bei langen Reaktionszeiten (20 bzw. 40 Stunden). 


Ausnahmsweise habe ich diese und einige andere Versuche, wo 
die Fermentwirkung bei großer Harnstoffkonzentration oder bei langer 
Reaktionszeit geprüft wird, nach der Methode, die Jacoby und seine 
Schüler angewendet haben, ausgeführt, und zwar in folgender Weise: 


Die gebrauchten Lösungen werden in einen Erlenmeyerkolben in 
folgenden Mengen gebracht. 

Eine entsprechende Menge 0,3 proz. Soja-Ureasepräparatlösung, 0,5 ccm 
Olivenöl, 0,3 ccm Toluol, 20,0 ccm 2 proz. Harnstofflösung. 

Durch Woasserzusatz ergänzt man das Gesamtvolumen bis 31 cem. 

Der Kolben mit dieser Flüssigkeit wird durch einen Gummistopfen, 
der mit einem Ein- und Ausleitungsrohr versehen ist, verschlossen, und Ein- 
und Ausleitungsrohr werden durch Gummischläuche und Doppelkammern 
luftdicht abgeschlossen. Dann wird der Kolben fü eine bestimmte Zeit 
im Brutschrank aufbewahrt. Nach Ablauf der Zeit wird der Kolben mit 
einem Dampfdestillationsapparste in Verbindung gebracht, und der Inhalt 
des Kolbens wird während 15 Minuten destilliert. Das Destillat wird von 
einer bestimmten Menge n/10 Schwefelsäure aufgefangen. Die Schwefel- 
säure in der Vorlage wird, nachdem die Destillation beendet ist, mit 
n/10 Natronlauge titriert, und daraus die Menge des entstandenen Ammo- 
niaks berechnet. 


Versuch 6. 
Tabelle XII. 
Die Resultate des Versuches 6. 


Menge des entstandenen Ammoniaks 








ae bei der Reaktionszeit 
Präparates Green | Pr CC 
3 3,9 4,25 
6 4,7 4,7 
9 17,5 17,4 
12 36,8 36,7 
15 62,0 77,0 
8 j 95,0 | 146,0 
21 113,0 165,0 
24 125,0 184,0 
27 136,0 191,0 
30 147,0 200,0 


Harnstoffmenge: 400 mg, Temperatur: 35 bis 37°C, Gesamtvolumen: 
3l cem. Ohne Puffer. 


Die Verhältnisse zwischen den Mengen des benutzten Präparates und 
den dabei entstandenen Ammoniakmengen, die aus den Resultaten des 
vorigen Versuches berechnet werden, sind folgende: 
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Tabelle XIII. 
nase des | Präparat. wen | ae ene Amm zl, Menge Seel Präparat. | eigen oniak. 
nutzten menge, relas | __ benutzten ‚menge, rela- | ERS SE Se sen 
Präparatcs | tive Zahl |20 Stunden 43 Stunden a tive Zahl | ‚2 Stunden S Stunden 
mg ; mg | më | o mg o | oO ™& i j mgo mg 
30 100,0 | 100,0 | 100,0 15 | 500. 42,0 | 39,0 
27 90,0 | 92,5 95, 0 12 40,0 >» 250 | 18, 4 
24 au 860 920 9,300 | 119 8.7 
21 : 700 | 78,0 82,5 6 20,0 | 3,2 2 4 
18 | 600 ` 645 73,0 3 | 100 | — _ 


Die Resultate des Versuches 6 entsprechen genau den Resultaten 
der Versuche 1 bis 5, und daraus geht hervor, daß die Wirkung des 
Puffers in diesem Gebiete fast keine Rolle spielt. 


IV. Versuche über den Einfluß der Verdünnung von Beaktionslösungen 
auf die entstandenen Ammoniakmengen bei einer bestimmten Menge des 
gleichen Soja-Ureasepräparates. 


Versuch 7. 


Bei diesem Versuche waren die benutzten Lösungen in folgender Weise 
angesetzt: 





Menge des Menge der 


Nr. der Menge der | Menge | 

Unter, || Phosphat, | Harnstoff. des Ureasepräparat- 
suchung‘: gemisches lösung Wassers lösung (0,5 ai 

ösung 


ccm 





























| 
1 2 1 (1 Mol.)| 1,5 | 0,5 
2 2 1 (2 „) 15 | 0,5 
3.02 1(2 „)I 10 | 1,0 
4 $ 1(4 „)| 20 1,0 
5. 2 /1@,) Ô 2,0 
6 | 2 1(8 il 0 2,0 
Tabelle XIV. 
Resultate: 
Menge des entstandenen Ammoniaks 
enge e en ge nad er mu 
Menge des 
N des Urcase: | Harn» Reaktionszeit 
präparates stoffs Bee 
| 1 Stunde | 2 Stunden 4 Stunden 
| mg mg | mg mg mg 
l | 
1 2,5 | 30 , 032 0,44 0,60 
3 5,0 60 076 | 138 2,21 
Si 100 ! 120 ; Lë 2,80 4,25 
2 | 2,5 60 0,12 0,20 0,29 
4 5,0 120 0,46 0,83 1,33 
6 10,0 240 | 1,17 1,98 2,90 











Temperatur: 37°C, Gesamtvolumen: 5 cem, Puffer: 2 cem Phosphat 


gemisch, ?g am Anfang der Reaktion: 


m 


1,0. 
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Tabelle XV. 
Verhältnisse zwischen den beim Versuch 7 erhaltenen Ammoniakmengen. 











Entstandene Ammoniakmengen 























a m Relative 3 Relative Werte SÉ 

Dh f We BR in 1 Stunde ı in 2Stunden | in 4Stunden 

A. Harnstoffmenge — 12fache der benutzten Soja- Ureasepräparatmenge. 
0,2 | 100 e 100,0 1000 100,0- 
0,1 50 | 47,5 492 52,1 
0,05 25 20,0 15,8 14,1 

B. Harnstoffmenge = 24 fache der benutzten Sojs-Ureasepräparatmenge. 
0,2 | 100 | 100,0 | 100,0 100,0 
0,1 | 50 | 39,2 42,0 48,0 
0,05 25 10,2 10,1 | 10,0 


Durch die Verdünnung der Reaktionslösung wird die entstandene 
Ammoniakmenge vermindert, besonders bei kurzer Reaktionszeit, bei 
längerer Fermentwirkung wirkt die Verdünnung in umgekehrtem 
Sinne. Auch spielt die Konzentration des Harnstoffs bei diesem Ver- 
suche eine Rolle, so daß bei verschiedenen Harnstoffkonzentrationen 
die Resultate des Einflusses der Verdünnung verschieden ausfallen. 

Wenn man die Ammoniakmengen, die bei obigem Versuche in 
je einer Stunde entstanden sind, miteinander vergleicht, so zeigt sich 
deutlich, daß die Verdünnung der Reaktionslösung zuerst hemmend 
und dann später verstärkend auf die Fermentwirkung wirkt. 


Tabelle XVI. 


l Verhältnisse zwischen den 
Verdünnungsgrad | entstandenen Ammoniakmengen 


der Ureaselösung | 








‚in der 1. Stunde lin der 2. Stunde lin d der 3. Stunde 


A. "Harnstoffmenge — 12fache der Ureasepräparatmenge. 























0,2%, (Ureasemenge 10,0 mg) . . 100,0 | 75,0 45,0 
0,1% ( së 350: 5.) = % 475 | 39,0 Ä 26,0 
B. Harnstoffmenge = 24fache der Ureasepräparatmenge. 
0,2% ee 100,0 | 69,0 34,0 
OIO e.a Are en ee Br 395 31,5 | 23,0 


V. Versuche zur Beobachtung des Einflusses von Glykokoll auf die Menge 

des entstandenen Ammoniaks durch die Fermentwirkung einer bestimmten 

Menge ein und desselben Soja-Ureasepräparates bei verschiedenen Harn- 

stoffkonzentrationen, Temperaturen während der Reaktion und Reaktions- 
zeiten. 


Bei diesen Versuchen waren folgende Lösungen benutzt: 

2ccm Phosphatgemisch, Leem Harnstofflösung (in verschiedener 
Konzentration), Leem ee (IG Leem Soja- Uressepräparat- 
lösung (0,5%, frisch hergestellt), 2 Tropfen Toluol. 

(Falls das Glykokoll nicht benutzt wurde, wurde die gleiche Menge 
Wasser statt der Glykokollösung zugefügt.) 
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Versuch 8. 
Tabelle XVII. 

Menge Ä Menge des entstandenen Ammoniaks 
nun ' mit 10 mg Glykokoll | ohne Glykokoll 
mg o | mg | mg 

A. Réaktionszeit = 1 Stunde: 

3 | 0,29 Ä 0,29 

6 | 0.36 0,35 
12 0,36 | 0,36 
24 0,39 | 0,36 
48 0,39 0,36 
96 0, 39 0,34 

B. Reaktionszeit = 2 Stunden. 

3 | 061 ` 0,61 

6 | 0,71 0,70 
12 | 0,73 0,73 
24 0,78 0,73 
48 | 0,80 0,71 
96 | 0,80 | 0,68 

C. Reaktionszeit = 4 Stunden. 

3 1,14 | 1,14 

6 1,29 d 1,29 
12 1,39 | . 1,32 
24 1,44 1,32 
48 1,44 1,29 
96 |: 1,44 1,12 


Ureasepräparatmenge: 5,0 mg, Gesamtvolumen: Deem, Temperatur: 
16°C, Puffer: 2 cem Phosphatgemisch, pyu am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Der Glykokollzusatz zeigt bei einer einstündigen Fermentwirkung 
und bei einer Temperatur von 16° einen unbedeutenden Einfluß auf die 
entstandene Ammoniakmenge, dagegen unter den gleichen Bedingungen 
bei einer Reaktionszeit von 4 Stunden sehr deutlichen Einfluß. 

Bei großer Harnstoffkonzentration wird die entstandene Ammoniak- 
menge durch Glykokollzusatz bedeutend vermehrt. 


Versuch 9. 
Tabelle XVIII. 


D 
Menge des entstandenen Ammoniaks 


Menge 
SSES | mit 10mg CGlvkokolt i obne Glykokoll 
mg Sg ` SE e u, Mg 
A. Reak EE es? Stunde. 
3 l 0,62 0,62 
6 | 0,74 0,74 
12 0,78 0,77 


24 
48 0,83 | 0,75 
96 | 
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Tabelle XVIII. (Fortsetzung. 

















| Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 
des Harnstoffs | omg Giykokoll! ohne Glykokoll 
SE mg SE | m ra en gm SWR ie ar SE zei Ss 
B. Reaktionszeit = 2 Stunden. 
3 | 1,25 1,25 
6 1,54 1,54 
12 1,66 1,60 
24 1,70 1,65 
48 1,70 1,60 
96 k 1,70 1,09 
C. Reaktionszeit = 4 Stunden. 
3 , 2,10 | 2,10 
6 2,42 | 2,30 
12 2,57 | 2,65 
24 2,65 | 2,45 
48 i: 2,65 | 2,26 
96 |l 2,65 1,64 


Ureasepräparatmenge: 5 mg, Gesamtvolumen: 5cem, Temperatur: 
35°C, Puffer: 2ccm Phosphatgemisch, pu am Anfang der Reaktion: 7,0. 

















Versuch 10. 
Tabelle XIX. 
Menge | Menge des entstandenen Ammoniaks 
des Harnstoffs ' mit 10mg Glykokoll | ohne Glykokoll 
= See ees mg ee hen A 
A. Reaktionszeit = 1 Stunde. 
6 1,40 1,40 
12 | 1,40 1,40 
24 1,49 1,46 
36 | 1,52 | 1,42 
60 | 1,62 | 1,42 
B. Reaktionszeit = 2 Stunden. 
6 1 1,96 1,96 
12 l 2,15 2,05 
24 2,25 2,07 
36 2,27 2,10 
60 2,27 2,01 
120 | 2.10 1,27 


Ureasepräparatmenge: 5mg, Gesamtvolumen: Beem, Temperatur: 
45°C, Puffer: 2 ccm Phosphatgemisch, pu am Anfang der Reaktion: 7,0. 

Auch diese Versuche 9 und 10 geben die gleichen Resultate wie 
der Versuch 8. Man kann hier deutlich beobachten, daß der Einfluß 
des Glykokolls auf die durch die Fermentwirkung des Soja-Urease- 
präparates entstandenen Ammoniakmengen bei verschiedenen Tempe- 
raturen und bei verschiedenen Reaktionszeiten einen gleichen Charakter 
trägt. Nur bei niedriger Temperatur und bei kurzer Reaktionszeit 
ist der Einfluß unbedeutend. 
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Ich habe die optimalen Ammoniakmengen, die ich bei den Ver- 
suchen 8, 9 und 10 nach Ablauf einer ganzen Stunde erhalten habe, 
zusammengestellt. 


Tabelle XX. 


Verhältnisse zwischen den optimalen Ammoniakmengen, die bei den 
Versuchen 8, 9 und 10 erhalten sind. 























Temperatur | Verhältnisse zwischen den erhaltenen 
während der ` | optimalen Ammoniskmengen 
Reaktion ee esse Sr ae See u se nn 
oC | | in der 1. Stunde a in der 2. Stunde | in der 3. Stunde 
jẹ „Ohne Glykokoll 100,0 102,0 89,0 
Mit S 108,0 111,0 89,0 
35 Ohne sie | 215,0 215,0 139,0 
Mit »” | 230,0 240,0 132,0 
45 |Ohme „n ` 407,0 , 178,0 — 
‚Mit S 450,0 | 181,0 5 


Aus dieser Zusammenstellung geht deutlich hervor, daß 

1. der Einfluß des Glykokolls besonders deutlich ist im Anfangs- 
stadium der Fermentwirkung, während in der dritten Stunde 
der Fermentwirkung sich der Einfluß des Glykokolls nicht 
mehr beobachten läßt; 


2. nach Glykokollzusatz bei 16 und 35° in der ersten Stunde die 
entstandene Ammoniakmenge kleiner ist als diejenige, die sich 
in der zweiten Stunde entwickelt. 


VI. Die Abhängigkeit der ‚Einwirkung des Giykokolls von der Zeit des 
Zusatzes desselben. 


Aus dem vorigen Versuche ging hervor, daß die Einwirkung des 
Glykokolls in der zweiten Stunde der Fermentwirkung bei 16 und 35° 
sich stärker vollzieht als in der ersten Stunde. Um diese Erscheinung 
genauer nachzuprüfen, habe ich folgenden Versuch angestellt. 


Versuch 11. 


1. Zu verschiedenen Mengen des Harnstoffs werden je 1Omg Glykokoll 
zugesetzt und 20 Stunden im Eisschrenk stehen gelassen. Nach Ablauf 
dieser Zeit wird je l ccm einer frisch hergestellten 0,5 proz. Soja-Urease- 
präparatlösung hinzugefügt und die Fermentwirkung beobachtet. 


2. Die gleichen Mengen der Harnstofflösung und die Glykokollösung 
werden voneinander getrennt im Eisschrank aufbewahrt und nur vor dem 
Versuch zusammengemischt, die gleiche Ureaselösung zugesetzt, und die 
Fermentwirkung derselben beobachtet. 


3. Die gleiche Ureaselösung wird ohne Glykokollzusatz auf ihre Fer- 
mentwirkung geprüft. 
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Tabelle XXI. 
Die Resultate des Versuches 11. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 





Menge EEG u 
des Harnstoffs ` 1. 2 a 
mg | mg ' mg , mg 


A. Temperatur: 16°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 


3 0,34 0,29 | 0,29 
6 0,41 0,36 0,35 
12 0,53 0,39 0,36 
24 0,59 0,39 0,36 
48 0,49 0,39 0,36 
96 0,42 0,39 i 0,34 
B. Temperatur: 35°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 
3 0,80 | 0,77 0,77 
6 0,90 0,85 0,82 
12 0,94 0,94 0,92 
24 | 1,02 | 0,96 0,92 
48 1,02 | 0,96 0,84 
% 0,97 | 0,96 0,62 
C. Temperatur: 45°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 
3 1,25 1,25 1,25 
6 1,40 1.33 1,33 
12 1,42 1,38 i 1,39 
24 1,42 1,42 | 1,39 
48 1,39 | 1,42 1,34 


Menge des Präparates: 5mg, Menge des zugesetzten Glykokolls: 
10 mg, Gesamtvolumen: 5ccm, Puffer: 2ccm Phosphatgemisch, py am 
Anfang der Reaktion: 7,0. 

Wenn man die Ergebnisse dieses Versuches genau betrachtet. 
so kann man annehmen, daß zwischen dem Harnstoff und zugefügten 
Glykokoll eine chemische Reaktion vor sich geht, und dieselbe eine 
wichtige Rolle bei der Fermentwirkung des Soja-Ureasepräparates 
spielt. Bei höheren Temperaturen wird dieser Einfluß undeutlich. 


VII. Die Abhängigkeit der Fermentwirkung des Soja-Ureasepräparates 
von der Menge des zugelügten Glykokolls. 
Versuch 12. 
Zu einer bestimmten Menge eines Soja-Ureasepräparates werden ver- 
schiedene Mengen von Glykokoll zugesetzt, und die dabei zustande 
gekommenen Fermentwirkungen beobachtet. 


Tabelle XXII. A. Temperatur: 16°, Reaktionszeit: 2 Stunden. 














Menge des entstandenen Ammoniaks 





M ee PN ne E BRENNER: 
des Harnstoffs ohne ` mit mg | mit 10mg mit 20 mg 
Glykokoll | Giykokoll | Glykokoll Glykokol 
mg MR BE EE BE E 
5 | o6 : 04 . 08 0,60 
30 | 055 — 072 | 0% 0,78 
60 | 049, 0,685 0,69 0,78 
120 036 061 | 065 ` 078 
240 017 053 0,60 — 078 
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Tabelle XXII. (Fortsetzung.) 
B. Temperatur: 37°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 




















Menge des entstandenen DE 
Menge 
des Harnstoffs obne m mit 10 m mit 20 m 
Glykokoll Ewe Glykokol Gerd 
mg mg mg mg 
15 0,87 0,87 0,90 000 
30 0.77 0,97 1,04 1,04 
60 0,63 0,94 L02 ; 1% 
120 0,34 089 ' 092 1 1% 
240 0,17 0,69 : 0,85 | 09 


Menge des Soja-Ureasepräparates: 5mg, Gesamtvolumen: Beem, 
Puffer: 2 ccm Phosphatgemisch, pu am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Versuch 13. 


Dieser Versuch wird bei zwei bestimmten Harnstoffkonzentrationen 
und bei verschiedenen Glykokollzusatzmengen ausgeführt. 


Tabelle XXIII. 


Menge des entstandenen  Ammoniaks 
Menge | 


des zugefügten 











S bei einer Harnstoff. bei einer Harnstoff» 
Glykokolls menge 6 mg menge 600 mg 





64.0 | 0.48 | 0,55 


Menge des Ureasepräparates: 5mg, Gesamtvolumen: 5 ccm, Tem- 
peratur: 16°C, Reaktionszeit: 2 Stunden, Puffer: 2 cem Phosphatgemisch, 
Pu am Anfang der Reaktion: 7,0. 

Aus den Ergebnissen der Versuche 12 und 13 könnte man an- 
nehmen, daß die verstärkende Wirkung des Soja-Ureasepräparates 
nach Glykokollzusatz darauf beruht, daß hemmende Einflüsse auf die 
Fermentwirkung, die vom überschüssigen Harnstoff ausgehen, nach 
Glykokollzusatz beseitigt werden. 


VII. Versuche zur Bestimmung der Einwirkung des Glykokolls auf die 
Soja-Ureasewirkung mit Hilfe der Makromethode und ohne Puffer. 
Um die wichtigen Beziehungen zwischen den Harnstoff- und 
Glykokollmengen, die schon aus den Versuchen 8 bis 13 hervorgegangen 
sind, auch bei längerer Reaktionszeit und ohne Puffer zu beobachten, 
habe ich folgende Versuche nach der gleichen Methode wie beim Ver- 
suche 6 angestellt. 
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Versuch 14. 
Bei diesem Versuch werden zu verschiedenen Mengen des Sojs-Urease- 
präparates je 10 mg Glykokoll zugefügt. 
Tabelle XXIV. 
Die Resultate des Versuches 14. 








u Menge des entstandenen Ammoniaks 























Menge l ; S 
des Ureasepräparates | 10mg Giykokoll | obhe Glykokoll 
SE SER SE ee mg dE 
3 17,0 | 3,4 
6 39,5 5,8 
9 53,0 17,5 
12 | 73,0 25,0 
15 Ä 88,0 51,0 
18 103,0 96,0 
21 Ä 113,0 113,0 
24 b 124,0 123,0 
27 | 135,0 134,0 
Ä 143.0 143.0 


Menge dee Harnstoffs: 400 mg, Gesamtvolumen: 31 cem, Temperatur: 
35 bis 37°C, Reaktionszeit: 20 Stunden. Ohne Puffer. 


Die Resultate dieses Versuches stimmen mit den Ergebnissen 
der Versuche 8 bis 13 überein und zeigen deutlich, daß die Urease- 
wirkung durch Glykokollzusatz nur dann verstärkt wird, wenn die 
betreffende Harnstoffkonzentration relativ zu groß ist. 


Versuch 15. 
Eine bestimmte Menge des Soja-Ureasepräparates wird bei einer be- 
stimmten Harnstoffkonzentration mit Zusatz verschiedener Mengen 
Glykokoll auf seine Fermentwirkung geprüft (ebenfalls Makromethode). 











Tabelle XXV. 
nn Menge des entstandenen Ammoniaks 
des zugefigten |__ Bei einer Reaktionszeit 
SE 20 Stunden | 44 Stunden 

eh 1 RE. | mg i 

x 8,8 | 8,8 

2,5 13,3 l 20,0 

5,0 24,5 30,2 

1,5 32,2 | 43,5 

10,0 35,7 51,0 

15,0 | 43,0 | 63,0 


Menge des Ureasepräparates: 6 mg, Gesamtvolumen: 31 ccm, Tem- 
peratur: 35 bis 37°C, Harnstoffmenge: 400 mg. Ohne Puffer. 


Die Ergebnisse sind die gleichen wie bei den Versuchen 12 und 13. 
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Versuch 16. 


Wie Versuch 15, nur mit verschiedenen Mengen des Soja-Urease- 
präparates ausgeführt. 





























Tabelle XXVI. 
ügt Ss = 
Glykoko SC | re er Be a P 
mg 3 oo O āū Mg oOo mg 
To eee 
0 l 9,0 22,0 
2,5 13,2 22.0 
5,0 19,0 32,0 
1,5 28,5 40,0 
10,0 33,0 | 46,0 
15,0 ! 39,0 54,0 
20,0 | 42,5 | 57.0 


Harnstoffmenge: 400 mg, Gesamtvolumen: 3lccm, Temperatur: 
35 bis 37°C, Reaktionszeit: 20 Stunden. Ohne Puffer. 

Um die Beziehung zwischen der zugefügten Glykokollmenge und 
der dadurch vermehrten Menge des erhaltenen Ammoniaks aufzuklären, 
habe ich aus der Tabelle XXVI die durch Glykokollzusatz vermehrten 
Ammoniakmengen berechnet und sie in der Tabelle XXVII zusammen- 
gestellt. | 

Tabelle XXVII. 


Durch Glykokollzusatz vermehrte Ammoniakmengen bei der Ferment- 
wirkung verschiedener Soja-Ureasemengen. 











| Menge des durch Glykokollzusatz 











Sn | vermehrten Ammoniaks 
des zugefügten m 
Glykokolls Bei der | Bei der 
Ureasemenge 6mg ` Ureasemenge 9 mg 
mg | mg | mg 
re EE Ian 
2,5 42 ! 0 
5,0 10,0 | 10,0 
7,5 | 19,5 18,0 
10,0 24,0 | 0 
15,0 30,0 32,0 
20,0 33,5 35,0 





Wie aus dieser Zusammenstellung hervorgeht, ist die Vermehrung 
der Ammoniakmenge hauptsächlich von der zugefügten Glykokoll- 
menge abhängig und zeigt fast keine Abhängigkeit von der benutzten 
Soja-Ureasemenge. 


IX, Versuche zur Beobachtung einer Veränderung einer Soja-Ureasepräparat- 
lösung nach deren Aufbewahrung im Eissehrank. 
Versuch 17. 
Eine 0,5 proz. Soja-Ureasepräparatlösung wird einige Zeit im Eis- 
schrank stehen gelassen und dann auf ihre Fermentwirkung geprüft. 
34 * 
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Tabelle XXVIII. 


Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge des Nach Itagiger Nach Ttägiger 
Harnstoffs Frische Lösung Aufbewahrung Aufbewahrun 
im Eisschrank im Eissch 


mp mg mg mg 
3 1,44 1,06 0,30 
7 1,70 1,18 0,33 
15 1,77 1,18 0,33 
30 1,70 1,05 0,33 
60 1,65 0,75 0,30 
120 0,34 0,24 0,15 


Ureasemenge: Leem 0,5 proz. Lösung, Gesamtvolumen: Deem, 
Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 1%, Stunden, Puffer: 2 ccm Phosphat- 
gemisch, pu am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Versuch 18. 


Dieser Versuch wird mit derselben Ureaselösung in gleicher Weise 
wie Versuch 17, aber mit Zusatz von 10 mg Glykokoll ausgeführt. 


Tabelle XXIX. 


Menge des entstandenen Ammoniaks 


Menge des ägi agi 
Harnstofls Frische Lösung ka e Ne 
im Eisschrank im Eisschrank 
mg mg mg mg 
3 1,44 1,06 0,30 
7 1,70 1,18 0,33 
15 1,77 1,34 0,33 
30 2,15 1,36 0,33 
60 2,07 1,36 03 
120 200 1,9 0,31 


Ureasemenge: Leem 0,5 proz. Lösung, Glykokollzusatz: 10 mg, Gë 
samtvolumen: Beem, Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 11, Stunden, 
Puffer: 2ccm Phosphatgemisch, pu am Anfang der Reaktion: 7,0. 


X. Versuche zur Beobachtung der Fermentwirkung einer Soja-Urease- 
präparatlösung bei Erhitzung derselben und bei der Gegenwart von primären 
Kaliumphosphat oder sekundärem Natrinmphosphat. 


Versuch 19. 


Drei Proben werden in folgender Weise angestellt: 
l. 1 Teil 1 proz. Soja-Ureaselösung, 
l „ KH,PO,-Lösung (9,0789g auf 1 Liter); 


2. 1 ,, Dieselbe Ureaselösung, 

l „ Na,HPO,-Lösung (11,8769g auf 1l Liter); 
3. 1 ,. Dieselbe Ureaselösung, 

LU Wasser. 
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Die so hergestellten Proben zeigen bei der Bestimmung der Wasser- 
stoffionenkonzentration mit Hilfe der kolorimetrischen Methode: 


l. Pu = 5,6 
2. Py = 8,2 


Dio drei Proben werden im Wasserbad bei 45° während zwei Stunden 
gehalten und nach Ablauf dieser Zeit mit Eis bis zur Zimmertemperatur 
abgekühlt. Ein Teil der Probe 3 wird zur Kontrolle während derselben 
Zeit im Eisschrank aufbewahrt. 

Nun werden die vier Proben in folgender Weise angesetzt und e 
ihre Fermentwirkung geprüft. 

Ansetzungsart des Versuches 19. 


























— | - 
Nr. | KEPO..  NuHP Os i Wasser į Harnstofflösung Ureaselösung 
ccm ccm | ccm | ccm a ccm 

SE rn el S Se gr Fu | = = = SEES un, ern Se 
I 0,1 | 1,4 1,5 | l 1 (Probe D 
U 0,6 0,9 ' 15 | 1 „ 2) 
III. 0,6 LA |0. 1 i „ 3) 
IV 0,6 1,4 | 1,0 | l ei 
nicht erhitzt 
Tabelle XXX. 


Resultate dee Versuches 18. 





KR Menge des entstandenen Ammoniaks 














Menge des | Probe I, ` Probell, . Probe Il, | Probe IV, nicht 

Harnstoffs | mit no. mit a. ‚ mit H,O erbitzt 
| mg > mg 

75 | 1,70 TI: 1,70 | 1,48 1,80 
15 j l ‚86 l '86 1,58 1,83 
30 1.89 1.77 1,58 1,89 
0 | Lë | 1,70 1,58 1,83 
120 ën 0,56 0,68 0,87 


Ureasemenge: 5b mg, Gesamtvolumen: Beem, Temperatur: 43°C, 
Reaktionszeit: 1%, Stunden, Puffer: 2 ccm Phosphatgemisch, p am Anfang 
der Reaktion: 7,0. 

Versuch 20. 

Dieser Versuch wird in gleicher Weise wie Versuch 19 ausgeführt, 
nur statt l cem Wasser, wie bei vorigem Versuche, wird Leem 2 proz. 
Glykokollösung zugefügt. 











Tabelle XXXI. 
E Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge des " Probe L Probe IL, | Probe IV, 
Harnstoffs ` mit K:HPO, | mit Deco, Probe Ill | nicht erhitzt 
e a. Kë 
op, 18 1,82 1,34, 1,85 
15 205 1,96 1.58 1.94 
30 223 | 20 1.58 1,94 
6 JI 2% | 205 1,58 2.06 ` 
0.0228 Au | 165 2.09 


524 N. Katö: 


Ureasemenge: 5 mg, Glykokollzusatz: 20 mg, Gesamtvolumen: 5 ccm, 
Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 11, Stunden, Puffer: 2 cem Phosphat- 
gemisch, pg am Anfang der Reaktion: 7,0. 


XI. Versuche zur Beobachtung der Veränderung der Fermentwirkung einer 
Soja-Ureasepräparatlösung nach Zinkzusatz. 


Versuch 21. 


Zu 50ccm einer 0,5 proz. frisch hergestellten Soja-Ureasepräparat- 
lösung wird 2g metallisches Zinkpulver zugefügt. Das Gemisch wird 
5 Minuten kräftig umgerührt und über Nacht im Eisschrank stehen ge- 
lassen, dann filtriert. Das Filtrat wird auf seine Fermentwirkung geprüft. 
Zur Kontrolle wird ein Teil derselben Ureaselösung während der gleichen 
Zeit ohne Zinkzusatz im Eisschrank aufbewahrt und ebenfalls auf Ferment- 
wirkung geprüft. 


Tabelle XXXII. 
Menge des entstandenen "Ammoniaks 
Menge des —— - -- 


Harnstoffs Urease, mit Zink E Urease, nicht mit Zink 
, behandelt behandelt 
mg mg mg 


! 
l 

















ap | 0,55 1,36 
75 0.60 1,46 
15,0 0,55 1,58 
30,0 0,51 1,60 
60,0 0,37 | 1,40 
120,0 0,20 | 1,04 


| H 
Ureasemenge: 5mg, Gesamtvolumen: Deem, Temperatur: 43°C, 


Reaktionszeit: 11, Stunden, Puffer: 2ccm Phosphatgemisch, py am 
Anfang der Reaktion: 7,0. 


Versuch 22. 


Dieser Versuch wird in gleicher Weise ausgeführt wie Versuch 21, 
nur hier wird bei der Bestimmung der Fermentwirkung zur untersuchenden 
Flüssigkeit 20 mg Glykokoll zugesetzt. 


Tabelle XXXIII. 


Menge des entstandenen Ammoniaks 





Menge REES ER EIER EEE EE 

des Harnstoffs |. Urease, mit Zink Urease, nicbt mit 

behandelt Zink behandelt 
Te 

| 

3,5 | 0,85 1,36 
7,8 0,93 1,50 
15,0 1,02 1,66 
30,0 j 1,04 1,78 
60,0 1,09 | 1,78 
120,0: ' 1,04 | 1,72 


Ureasemenge: 5 mg, Glykokollzusatz: 20 mg, Gesamtvolumen: 5 cem, 
Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 114 Stunden, Puffer: 2 cem Phosphat- 
gemisch, pu am Anfang der Reaktion: 7,0. 
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XII. Versuche zur Beobachtung der Veränderung der Fermentwirkung einer 
Soja-Ureasepräparatlösung nach Zusatz einer anderen Soja-Ureaselösung, 
die lange Zeit im Eisschrank aufbewahrt wurde. 


Versuch 23. 

Eine 0,5 proz. Soja-Uressepräparatlösung wird im Eisschrank 7 Tage 
aufbewahrt. Zu Leem einer frisch hergestellten 0,5 proz. Soja-Urease- 
präparatlösung wird 1 ccm der obigen im Eisschrank aufbewahrten Lösung 
zugefügt und das Gemisch auf seine Fermentwirkung geprüft. Zur Kon- 
trolle werden die beiden Lösungen gesondert auf ihre Fermentwirkung 


geprüft. 
Tabelle XXXIV. 











Menge des entstandenen Ammoniaks 


Gemisch der | Alte Lösung 
beiden a. allein 


Menge | 
ee: je Lösung 
allein 











mg mg i mg mg 
3,5 1,24 | 1,66 0,30 
7,5 1,57 | 2,07 0,33 
15,0 1,57 | 2,07 0,33 
30,0 1,57 | 2,07 0,33 
60,0 ' 1,43 2,00 0,30 
120,0 | 0,47 | 1,90 0,15 


Ureasemenge: 5mg, Gesamtvolumen: 6 ccm, Temperatur: 43°C, 
Reaktionszeit: 11⁄4 Stunden, Puffer: 2 eem Phosphatgemisch, py am Anfang 
der Reaktion: 7,0. 

= Versuch 24. 

Dieser Versuch wird in gleicher Weise wie Versuch 23, nur mit Zusatz 

von 20 mg Glykokoll ausgeführt. 


Tabelle XXXV. 








Menge | Menge de des entstandenen Ammoniaks 

















des Fr ER i 
SSC Frische Lösung VE, ee 
oome CT Ir mg 

E = 

3,5 1,28 | 1,70 080 

7,5 1,68 2,18 0,33 

15,0 1,91 2,28 Ä 0,33 

300 | 19 2,30 | 0,39 

60,0 Lët 230 : 089 

120,0 | 1,91 223 | 03 


Ureasemenge: 5 mg, Glykokollzusatz: 20 mg, Gesamtvolumen: 6 cem, 
Temperatur: 43°C, Reaktionszeit: 11, Stunden, Puffer: 2 cem Phosphat- 
gemisch, pu am Anfang der Reaktion: 7,0. 


Aus den Ergebnissen der Versuche 17 bis 24 erhellt, daß die Ver- 
änderung der Fermentwirkung einer Soja-Ureasepräparatlösung ver- 


schiedener Art sein kann. Zwei Lösungen des gleichen Soja-Urease- 
präparates zeigen oft einen deutlichen Unterschied in ihrer Ferment- 
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wirkung bei ein und derselben Harnstoffkonzentration, während man 
bei anderen Harnstoffkonzentrationen keinen solchen Unterschied 
beobachten kann. Durch Glykokollzusatz wird diese spezielle Ab- 
hängigkeit der Fermentwirkung einer Lösung des Soja-Ureasepräpe- 
rates von den Harnstoffkonzentrationen sofort beseitigt, und daher 
zeigen Lösungen des Präparates nach Zusatz genügender Menge von 
Glykokoll bei jeder Harnstoffkonzentration immer ein gleiches Ver- 
hältnis zwischen ihren Fermentwirkungen. 


XII. Versuche zur Beobachtung der Veränderung der Fermentwirkung 
einer Soja-Ureasepräparatlösung bei Behandlung derselben mit frisch ge- 
gefälltem neutralen Calciumphosphat. 


Versuch 25. 


Zu 50 ccm einer 0,3 proz. Soja-Ureasepräparatlösung werden 10 ccm 
einer Suspension von frisch gefälltem neutralen Calciumphosphat [Ca, (PO ,)} 
bei einer Temperatur von 2° hinzugefügt, durchgemischt, das Gemisch 
bei der gleichen Temperatur 20 Minuten stehen gelassen und dann zentri-, 
fugiert. Die obere, klare Flüssigkeit wird abfiltriert und der dabei er- 
haltene Bodensatz in 50 ccm Wasser suspendiert. 

Das Filtrat und die Bodensatzsuspension sowie das Gemisch beider 
werden nach der in $ 3 beschriebenen Methode mit und ohne Giykokoll- 
zusatz auf ihre Fermentwirkung geprüft. Die Resultate des Versuchs sind 
in der Tabelle XXXVI zusammengestellt. 

Die Calciumphosphatsuspension, die ich bei diesem Versuche benutzt 
habe, wird in folgender Weise hergestellt: ` 

7,6 g reines Na,PO, + 12 dest. Wasser und 6,5 g reines CaCl, + 6 dest. 
Wasser werden in je 100 ccm Wasser aufgelöst und filtriert. Die beiden 
Filtrate werden dann zusammengegossen und der dabei entstandene 
Niederschlag mit Hilfe von Zentrifugieren und Dekantieren, bis das letzte 
Waschwasser nicht mehr die Reaktion von Chlor zeigt, ausgewäschen und 
dann in 150 ccm Wasser aufgeschwemmt. 


Versuch 25. 
Tabelle XXXVI. 








Menge des entstandenen Ammoniaks 

















Menge der benutzten Substanzen 





obne Glykokoll | mit 10 mg Glykokoll 
mg en — 
10 cem Filtrat... . 2 22.0. 50,8 52,5 
10 „ Bodensatzsuspension . i 66,0 . 126,0 
Gemisch von öcem Filtrat und | 
5 ccm Bodensatzsuspension . . 75,0 | 94,0 


Harnstoffmenge: 400 mg, Gesamtvolumen: 35 cem, "Temperatur: 
35 bis 37°C, Reaktionszeit: 19 Stunden. Ohne Puffer. 


Versuch 26. 


Der Versuch 26 wird in gleicher Weise, aber mit verschiedenen Mengen 
der benutzten Substanzen, wiederholt. 
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Tabelle XXXVII. 





Menge | Menge des entstandenen Amon 
der benutzten 
Substanzen ohne Glykokoll | mit 10mgGlykokoll 
en Sen an Be ren EEE D ee E 
A. Mit dem Filtrate. 
5 | 12,8 45,5 
10 54,5 56,0 
15 5 58,0 l 58,0 
B. Mit der Bodensatzsuspension. 
5 |i 22,5 | 91,0 
10 57,5 | 126,0 
15 f 136,0 i 141,0 


C. Mit einem Gemisch von gleichen Teilen des 
Filtrate und der Bodensatzsuspension. 


5 19,0 . | 56,0 
IO | 72,0 | 92,0 
15 | 97,0 | 97,5 


Harnstoffmenge: 400 mg, Gesamtvolumen: 35ccm, Temperatur: 
35 bis 37°C, Reaktionszeit: 19 Stunden. Ohne Puffer. 

Aus den Ergebnissen der Versuche 25 und 26 ist ersichtlich, daß 
das Filtrat und der Bodensatz verschiedene fermentative Eigenschaften 
besitzen. 

Die Fermentwirkung des Filtrats wird durch Glykokollzusatz 
nicht bedeutend verstärkt, während diejenige des Bodensatzes dadurch 
ziemlich stark beeinflußt wird. 

Wenn die benutzten Mengen des Filtrats und des Bodensatzes 
klein sind und deswegen die Fermentwirkungen der beiden durch 
Glykokollzusatz verstärkt werden können, so kann man beobachten, 
daß das Gemisch der beiden Substanzen ohne Glykokollzusatz eine 
stärkere fermentative Wirkung als die Summe der Fermentwirkungen 
der beiden gesonderten Substanzen aufweist, und umgekehrt bei 
Glykokollzusatz die Fermentwirkung des Gemisches schwächer als die 
Summe der beiden gesonderten Fermentwirkungen ist, wie aus folgender 
Zusammenstellung deutlich hervorgeht. 

Durch die Fermentwirkung von 


Beem Filtrat entsteht. . . . .... . 12,8 mg NH, 
und von 5 , Bodensatzsubstanz entsteht . . . 22,5 „ 
Die Summe der beiden Wirkungen . . . . . 35,3 me 
Die gefundene Zahl dafür .... . . 57,5 ,, 
Mit Glykokollzusatz entsteht durch die Ferena von 
cem Filtrat. — Leef 20 #4 45,5 mg NH, 
Du EE EE betan? waea ch EE a 
Die Summe der beiden Wirkungen . . . . 136,5 mg 


Die gefundene Zahl . . . . 2. HA , 
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XIV. Versuche zum Vergleich der Fermentwirkungen zweier Soja-Urease- 
präparatlösungen. 
Versuch 27. 
Zwei Soja-Ureasepräparate, die in gleicher Weise, aber in verschiedenen 
Zeiten hergestellt worden sind, wurden mit einer gleichen Methode auf 
ihre Fermentwirkung geprüft. 


Tabele XXXVIII. 








Menge | Menge des entstandenen Ammoniaks 
KEE | durch Präparat A | durch Präparat B 
a sen Dh ne GE 
A. Ohne Glykokollzusatz. 
3,5 | 1,44 Ä 0,99 
7,5 | 1,70 1,22 
15,0 1,70 1,34 
30,0 1,70 1,35 
60,0 ? 1,65 1,35 
120,0 | 0,34 1,34 
B. Mit 20 mg Glykokoll. 
3,5 | 1,46 1,82 
7,5 | 1,70 210 
15,0 1,88 2,27 
30,0 2,12 2,27 
60,0 2,07 Ä 2,40 
120.0 | 2.00 2.40 


Ureasemenge: bmg, Gesamtvolumen: Beem, Temperatur: 43°C, 
Reaktionszeit: 11, Stunden, Puffer: 2 ccm Phosphatgemisch, pa am Anfang 
der Reaktion: 7,0. 


Versuch 28. 


Zwei Soja-Ureasepräparate, die beim Versuch 27 schon benutzt waren, 
werden hier nochmals auf ihre Fermentwirkung geprüft, aber nach der 
in § 3 mitgeteilten Methode. | 


Tabelle XXXIX. 
A. Ohne Glykokollzusatz. 





Menge Menge des entstandenen Ammoniaks 


ze |- a eeg ice: E E ER 
a | durch Präparat A | durch Präparat B 








mg OO g Oo go 
3 3,1 | 3,1 
6 | 8,8 5,4 
9 24,5. 9,5 
12 65,0 21,2 
15 85,0 42,5 
18 91,0 69,0 
21 101,0 91,0 
24 109,0 113,0 
27 118,0 144,0 
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Tabelle XXXIX. (Fortsetzung.) 
B. Mit 10 mg Glykokoll. 


KS Menge des entstandenen Ammoniaks 


en 
des KEE durch Präparat A | durch Präparat B 





eg Ir mi ` mg 
3 | 20 ; 375 
6 42,5 67,0 
9 62,0 79,0 
12 78,0 102,0 
15 89,0 128,0 
18 95,0 154,0 
21 102,0 162,0 
24 108,0 170,0 
27 120,0 178,0 
30 | 131,0 182,0 


Harnstoffmenge: 400 mg, Gesamtvolumen: 31 ccm, Temperatur: 
35 bis 37°C, Reaktionszeit: 20 Stunden. Ohne Puffer. 


Ich möchte noch auf die interessante Tatsache aufmerksam machen, 
daß die Verschiedenheiten der Fermentwirkungen des Filtrats und des 
Bodensatzes, wie sie aus den Versuchen 25 und 26 hervorgingen, der- 
jenigen der fermentativen Wirkungen der verschiedenen Soja-Urease- 
präparate, wie sie bei den Versuchen 27 und 28 beobachtet wurden, 
gleichen. 


Über den Einfluß der pflanzlichen Lipasen auf das 
Myeobacterium tuberculosis poikilothermorum L. N. 


Von 


J. Kořínek. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Karls-Universität in Prag.) 
(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 


Die Säurefestigkeit der Mycobakterien wird durch die verschie- 
denen Stoffe lipoiden Charakters bedingt. Die Anschauungen über 
Cellulose, Chitin, Nucleoproteide usw. als Träger der Azidoresistenz 
scheinen nicht mehr für richtig gehalten zu werden. Welche aber von 
den Lipoiden (Wachs, Fettsäuren, Fettalkohole) hauptsächlich in 
Betracht kommen, darüber sind die Meinungen noch ziemlich ver- 
schieden. 

Viele Samen enthalten als Reservestoffe verschiedene Lipoide, vor 
allem Neutralfette. Das Ausnutzen dieser Stoffe während der Keimung 
ist nicht denkbar ohne Lipasen, die Hydrolyse bewirken. Natürlich 
müssen wir uns die Lipasen im weitesten Sinne des Wortes denken, 
sowie die Lipoide einen weiten Begriff darstellen. Daß bei der Keimung 
` der Samen noch andere Enzyme, hauptsächlich proteolytische, be- 
teiligt sind, läßt sich leicht vermuten und ist auch bewiesen worden 
(Wehmer). 

Am besten von den pflanzlichen Lipasen ist die Ricinuslipase 
studiert worden. Deshalb haben wir dieselbe auch bei unseren Ver- 
suchen verwendet. Sie wurde nach der Hoyerschen Methode vor- 
bereitet. Vielleicht ist die Vorbereitung nach Jalanders Methode 
chemisch vollkommener, für unsere Zwecke aber schien uns die erst- 
genannte viel geeigneter. In der Jalanderschen Lipase gibt es zwar 
kein Fett und Fettsäuren, dafür aber feste Bestandteile (Aleuron, 
Membranfragmente und amorphe Körperchen, die der Autor für das 
Cytoplasma hält), die möglicherweise noch andere Enzyme enthalten. 
Die können bei der Lipolyse der puren Fette nicht schaden, dafür aber 
die Wirkung auf die Mikroben recht komplizieren. 

Bei der Hoyerschen Lipase sind die festen Bestandteile abzentri- 
fugiert, die Lipase ist in der öligen Sahne enthalten. Die Ricinus- 
lipase wird auf folgende Weise vorbereitet (Rezept im Handbuch der 
Biochemischen Arbeitsmethoden): Man läßt die Samen bei geeigneter 
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Temperatur quellen und keimen, schält sie dann ab, zerreibt mit etwas 
Wasser und zentrifugiert die größeren Partikeln ab; die Flüssigkeit 
läBt man bei 24° gären. Die Ricinuslipase sowie die meisten pflanz- 
lichen Lipasen wirken in saurem Milieu. Es ist aber nicht notwendig, 
Säure zuzugeben, da die durch enzymatische Prozesse entstandene 
Milchsäure selbst die geeignete saure Reaktion bewirkt. 

Unsere Idee, nämlich die Ricinuslipase auf die Tuberkelbazillen 
einwirken zu lassen, war nicht neu, worüber wir uns kurz vor der Be- 
endigung unserer Arbeit überzeugt haben. In Löwensteins Vorlesungen 
über die Tuberkulose fanden wir eine Erwähnung einer Abhandlung 
von Bittrolf und Momose, die das ähnliche Problem studiert haben. 
Das Original der Arbeit ist uns aber unzugänglich, deshalb müssen 
wir uns auf das Zitat von Löwenstein einschränken. Es steht dort: 
Versuchten sie durch ein fettspaltendes Ferment, das aus den Ricinus- 
samen zur Seifenerzeugung gewonnen wird, die Wachshülle der Tuberkel- 
bazillen zu zerstören, aber nach achttägiger Wirkung bei 37° ließ sich 
keine Verminderung der Zahl der Tuberkelbazillen nach diesen drei 
Methoden konstatieren. (Die drei Methoden sind die Ziehlsche, die 
Gramsche und die Methode nach Much-W eiss.) ` ` 

Wir haben statt des menschlichen Tuberkelbazillus das Fried. 
mannsche Mycobacterium verwendet. Es ist wohl wahr, daß nach 
8 Tagen sich kaum eine Einwirkung auf dasselbe beobachten läßt, 
wohl aber nach einer längeren Zeit, etwa 14 Tagen und noch später. 

Aus den letztgenannten Gründen wollen wir über unsere Versuche 
Teferieren. 


Methodik. 


Unsere Methodik war sehr einfach. In kleine Eprouvetten schütteten 
wir gleiche Mengen gekochtes Wasser 3 ccm. Wir gebrauchten das Brunnen- 
wasser statt der physiologischen Lösung, weil wir dachten, daß so große 
Mengen Kochsalz kaum ohne Einfluß auf die erwartete Wirkung der Lipase 
bleiben würden. 

Das Kochen der Mikroben oder der Lipase wurde im Sterilisator durch- 
geführt und dauerte eine halbe Stunde. So langes Kochen schien uns 
notwendig, um die Enzyme sicher zu töten, trotz der anwesenden Fette 
als Schutzkolloide (Uzapek). 

In jede Eprouvette wurden vier Ösen Mycobakterien gegeben und 
diese mit Platindraht im Wasser gerührt. 

Das Mycobacterium wurde immer in den Petrischalen auf dem Kar- 
toffelextraktagar mit Zusatz von 4%, Glycerin kultiviert. Dieser Nähr- 
boden erwies sich am besten; das Wachstum der Bakterien war üppiger 
als auf Glycerinbouillonagar. Die Bereitung ist billig und einfach. Ge- 
schälte und zerschnittene Kartoffeln wurden eine halbe Stunde im Sterili- 
sator gekocht, das Wasser abgegossen, 11% Agar und 4% Glycerin zu- 
gegeben. 

In die Eprouvetten wurde dann eine bestimmte Menge Lipase, Milch- 
säure, Pepsin oder desgleichen beigemischt. Es ist kaum möglich steril 
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zu arbeiten, viel weniger die sterile Lipase vorzubereiten, deshalb wurde 
ein Tropfen Toluol zugesetzt: Dann wurden die Eprouvetten im Thermo- 
stat bei 37° gehalten und die Bakterien jeden Tag mit Platindraht um- 
gerührt. 

Die Proben wurden so genommen, daß man die Bakterien zuerst 
gut umrührte, hierauf wartete man einige Sekunden bis sich größere Stücke 
abgesetzt hatten, und rieb von der homogenen feinen Suspension eine Öse 
auf das Objektglas.. Die Färbung geschah nach Ziehl-Neelsens Methode 
auf die Säurefestigkeit, der nach der Gramschen, nach Much modi- 
fizierten Methode auf die Gramfärbbarkeit. 


Beschreibung der Versuche. 

Wir wollen nicht schildern, wie wir unsere Idee verfolgt haben 
und endlich zu der im weiteren beschriebenen Versuchsanordnung an- 
gelangt sind; wir beschränken uns darauf, die letzte Versuchstabelle 
anzugeben. 

Bemerkungen zur Tabelle: 


I. Reaktion. 

Wir haben den Prozeß der Reaktionsänderung nicht näher studiert, 
nicht einmal ganz quantitativ bearbeitet. Es ist höchst wahrscheinlich, 
daß die Reaktionsänderung in jedem einzelnen Falle einen anderen 
Grund hat und darf deshalb kaum miteinander verglichen werden. 

Die ursprüngliche Reaktion der Suspensionen im Wasser war fast 
neutral (eher etwas sauer). Im Verlaufe des Versuches hat sich die 
Reaktion im Wasser mit lebenden Bazillen infolge des Autolyseprozesses 
geändert, und zwar ist sie deutlich sauer geworden. In allen anderen 
Fällen hat sich die Reaktion nur wenig geändert. Diese Änderungen 
halten wir zwar nicht für bedeutungslos, doch konnten wir deren Ur- 
sachen nicht verfolgen. 


II, Aussehen der Flüssigkeit. 

Auch den Prozeß der Änderung des Aussehens der Flüssigkeit 
haben wir nicht näher studiert. Das Trübwerden kann als Ursache 
haben erstens das Suspendieren der Mikroben, zweitens das Emulgieren 
deren Abbauprodukte. Wir betonen nur, daß die 2proz. Milchsäure- 
lösung während des ganzen Verlaufs der Versuche vollkommen klar 
geblieben ist. In einer so starken Säure sind die Bakterien weder 
suspendiert, noch spielen sich autolytische oder zersetzende Prozesse ab. 


III. Lipasewirkung. 

Unser ursprüngliches Problem war natürlich, die Einwirkung der 
pflanzlichen Lipasen zu studieren; doch kamen wir bald zur Über- 
zeugung, daß die erwähnte Einwirkung mit einer ganzen Reihe von 
Nebeneinwirkungen unzertrennlich verbunden ist, ja daB sogar die 
letztgenannten von größerer Bedeutung sind als die ersteren. 
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Wir haben nämlich 
beobachtet, daß die Ba- 
zillen in der Lipaseemul- 
sion allmählich schlech- 
ter färbbar werden, um 
endlich vollkommen zu 
verschwinden. Es ließ 
sich vermuten, daß in 
dem Versuche erstens 
die Autolyse, dann die 
in der Lipase enthaltene 
Milchsäure ihre Rolle 
spielen. Es war alsonot- 
wendig zu erforschen, 
wie groß diese Rolle ist. 

Das erste, was wir 
beobachtet haben, war, 
daß die gekochte Lipase 
denselben Einfluß aus- 
übt, nur daß sie etwas 
langsamer wirkt. Von 
der Lipase, die aus den 
öligen Samen der Sinapis 
alba bereitet wurde, auf 
ähnliche Weise wie die 


Ricinuslipase, gilt das- |, 


selbe. Es existierte bloß 
die Möglichkeit, daß die 
Lipase beim Kochen 
durch Fett als Schutz- 
kolloid geschützt, nicht 
vollkommen getötet und 
dann regeneriert wurde. 

Deshalb haben wir 
Kontrollversuche einge- 
richtet, wie sie in der 
Tabelle beschrieben sind. 

Aus dem geht her- 
vor, daß in gekochtem 
Wasser die Bazillen viel 
schneller verschwinden, 
d. h. der Autolyse unter- 
liegen. Dagegen die 


533 









































TE 
| EF poyssqqrg d uoys 19p Zojeuy 
ASES G O EEEE, 
| 5 
3 S á £ 
fu 
a G og Es 
e Kl CR m g r 
S e g o 8 ù S 
2 D E eg E E 
$ 2:0 © EI 
S SZ d Së d S 
Q 3 BE e 8 SS EE> 
3| à E SS E 955 5 
d ËEEKEKEGCKECH 
© © 
S EKECEEFKGER 
8 g ZS DI kel ya aa SR E 7 
Bi er „= EI 
8 = 2 = 
| 53, a" I E 
31% Dag e E 
UE 3 
A Ee E a E a 
) 5 H = M A n n 
| SS E SE gE 
e te bk pb ~ 
2 z ze 3 S ZS - 
| a: E: S 5 8 EE z 
| A ` 30 G 353595 
© = g & D = S E 
| SE" 8» J "u » ES. 
| © d E ZS 8 CE S 
T ` va d D um 2 Ds 
A Te 
sl _ 
a F = ei. Zë a ki bn 
383.2 ° a. 
< S 
S S SF 
3 e u B SZ 3 R 
i g fa 9 o 8 Ta S 
ko - e: @ 5 Sa 
Sž ga g a8 ez 
Zj g. 3 ax È es È 
= | % a: 8 a Zg 
es ` Da Nal Q S © 2 
BE ara © 
Ba 
S| £ Z o 2 
d 3 ER 
EH | S S kd Da o 
| 3, = gan 
al SZ o oy Ge o Sg 
c 2 a z z 228.5 
‚E ! CG AN La 
< | S SA "885 
o 2 > So ca ke 8 GG Au 
| , BL ag oa Se S e 
E ` «8 e 3 e » ğ 
L 2? Q © Q O R Q © zZ R 
= 20 3 22 D 2 
A 2 Sp 2 wL & 2 
ZS ma e aw e E om e e 


534 J. Korinek: 


getöteten Bazillen weder in der Lipase noch in gekochtem Wasser 
verschwinden. 

Aus dem Verschwinden der Bazillen in gekochtem Wasser sowie 
auch aus dem Erhalten derselben, wenn sie getötet wurden, als auch 
daraus, daß es keinen Unterschied zwischen der lebenden und der 
getöteten Lipase gibt, läßt sich schließen, daß die Ricinuslipase keinen 
Einfluß auf die Mycobakterien ausübt. Dasselbe ist übrigens von den 
Lipasen des menschlichen Verdauungsapparates bewiesen worden. 

Die Mycobakterien scheinen in der Lipaseemulsion wohl erhalten 
(im Vergleich zu denen in gekochtem Wasser), etwas gequollen (viel- 
leicht durch die Ölsubstanzen der Lipase), die sonst stark färbbaren 
Körner treten nicht so deutlich hervor. Es erscheinen auch lange, 
fadenförmige Involutionsformen, von denen wir noch sprechen wollen. 

Nach längerer Zeit unterliegt alles der Autolyse. 

Die Pepsinzugabe erwies sich ohne jeden Einfluß auf die Bazillen. 


l IV. Autolyse. 

In gekochtem Brunnenwasser war das Bacterium autolysiert. Es 
verliert allmählich seine Färbbarkeit, nach einiger Zeit sieht man 
undeutliche Massen mit unbestimmten Konturen, die nur wenig säure- 
fest sind. In dem Stadium der schlechten Färbbarkeit nach Ziehl- 
Neelsen sieht man aber nach @ram-Much die Mikroben noch ganz 
deutlich, obwohl die Körner viel kleiner sind als normalerweise und 
auch in geringerer Zahl. In diesem Falle wäre also die @ramsche Färbung 
der Ziehlschen überlegen, was in anderen Fällen bestritten wird. 

Autolyse ist natürlich eine bekannte Erscheinung bei den Bak- 
terien, doch finden wir wenig darüber in der Literatur, was die Myco- 
bakterien anbelangt. Von dem menschlichen Tuberkelbazillus lesen 
wir, wie lange er sich am Leben erhält. Alle Autoren sprechen von 
Monaten, einige sogar von Jahren (s. Löwenstein, S. 110). 

Es bestehen hier bloß zwei Möglichkeiten, nämlich daß der mensch- 
liche Bazillus viel resistenter ist als das Friedmannsche M ycobacterıum, 
oder daß bei den Versuchen Stoffe einwirkten, die den Autolyseprozeß 
gehemmt haben, wie in unserem Versuche die 2proz. Milchsäure.. Wir ` 
zitieren nur, daß ‚‚Schottelius die Lungen von Phtisikern vergrub und 
fand die Bazillen noch nach 21, Jahren infektiös“. Auffallend ist 
es auch, wenn wir in Betracht nehmen, daß wir die Bazillen der Tempe- 
ratur von 37° ausgesetzt haben. Daß es sich in unserem Falle nicht 
um bloßes Auflösen handelt, ergeht daraus, daß den abgetöteten Ba- 
zillen ihre Färbbarkeit erhalten blieb. 

Noch eine Bemerkung: In der enormen Tuberkuloseliteratur 
finden wir oft, daß dieses oder jenes Mittel die Tuberkelbazillen auflöst; 
wir wissen nicht, ob es sich dabei nicht manchmal um starke Mitwirkung 
der Autolyse handelt. 
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V. Müchsäurewirkung. 

Es schien uns notwendig, zu erforschen, welche Rolle der in der 
Lipase enthaltenen Milchsäure zukommt. Sie erscheint spontan und 
ihre Einwirkung läßt sich nicht ausscheiden, da die pflanzlichen Lipasen 
saure Reaktion erfordern. Wir vermuteten sogar, daß die Tuberkel- 
bazillenlipase (deren Existenz sich schon deshalb vermuten läßt, weil 
die Mycobakterien Lipoide führen, und ist auch von Carrière bewiesen 
worden) auch in saurem Milieu einwirken wird, da sie auch als eine 
pflanzliche Lipase zu betrachten ist, und daß deshalb die Milchsäure 
einen aktivierenden Einfluß ausüben könnte. Wir erwähnen, daß bei 
der spontanen Autolyse in gekochtem Wasser eine ziemlich starke 
Säuerung eintritt. Es wird auch sonst viel über den Einfluß der Milch- 
säure auf die Tuberkelbazillen (nicht den Friedmannschen Bazillus) in 
positivem oder negativem Sinne geschrieben (Löwenstein, S. 430). 

So wurde die Milchsäure in zwei Konzentrationen angewendet, 
einer schwachen, etwa 0,02proz., und einer starken, etwa 2proz. Unsere 
Erwartung hat sich bloß teilweise erfüllt. Die schwache Säure hat 
den Autolyseprozeß nicht aktiviert, wie wir erwartet haben, sondern 
im Gegenteil verlangsamt. Auf die durch Wärme getöteten Bazillen 
ließ sich kaum ein Einfluß beobachten, woraus wir schließen, daß es 
sich bei den lebenden Bazillen um nichts anderes handelt als um die 
Autolyse, die durch die 0,02proz. Milchsäure verzögert wurde im Ver- 
gleich zur Autolyse in gekochtem Wasser. 

Unsere zweite Erwartung hat sich erfüllt. Wir dachten, daß die 
starke Säure den enzymatischen Prozeß der Autolyse hindern wird, 
was sich auch bestätigt hat. Die Bazillen waren in der 2proz. Milch- 
säure wie konserviert, ihre Färbbarkeit nach Ziehl und Gram war voll- 
kommen in der Zeit, wo die Bazillen in gekochtem Wasser schon auto- 
lysiert waren. 

Durch Einwirkung von organischen Säuren erklären wir uns den 
oben zitierten Fall der 21, Jahre langen nn der Tuberkelbazillen 
in vergrabenen Phtisikerlungen. | 


VI. Involutionsformen. 


In der schwachen Milchsäure und in der Lipaseemulston beobachteten 
wir lange Involutionsformen. Wir haben solche Formen mehrere Male 
während unserer Arbeit an den Friedmannschen Bazillen gesehen. Immer 
war es unter ungünstigen Bedingungen für die Mikroben, und in jedem 
Fall unter anderen Umständen. Einmal sind sie entstanden in schwach 
alkalisierter Lipase (nicht in dem in der Tabelle erwähnten Versuche), ein 
anderes Mal in einer Bouillonkultur, die für eine kurze Zeit auf 65° erhitzt 
wurde. Solche Formen sind immer schwächer färbbar, eher rosa als rot. 
Nach Gram gefärbt erscheinen sie als eine Reihe kleiner Körner (kleinerer 
als normalerweise). Sie dauern nur eine kurze Zeit aus, wir konnten die- 
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selben 5 Tage später nicht mehr beobachten. Welche Ursachen es waren, 
die diese Formen hervorgerufen haben, können wir nicht sagen. 

Es ist fraglich, ob wir aus diesen Formen auf die Verwandtschaft 
unseres Mycobacterium mit den Aktinomyceten schließen können. Das so 
verlängerte Mycobacterium ähnelt wirklich einem Stückchen Actinomyces- 
faden, was die Breite und die Färbbarkeit anbelangt. Es sind mehrere 
Male bei den T'uberkelbazillen und auch anderen Mycobakterien verlängerte, 
auch verzweigte Formen beobachtet worden. Wir haben Verzweigungen 
nicht gesehen. Die Versuche von Babes und Levaditi werden öfters erwähnt. 
Wir weisen auf die Besprechung des Problems in Lieskes Monographie 
hin. Unsere Meinung ist, daß unter den teratologischen Formen einige 
atavistischen Charakters sein können; welche es aber sind, das ist sehr 
schwierig zu beweisen auch bei den höheren Organismen und fast unmöglich 
bei so einfachen Formen, wie es die Bakterien sind. 


VII. Säurefestigkeit, Gramfärbbarkeit, Muchsche Granula. 


Zu diesem, bisher nicht gelösten Problem, haben wir nur das zu be- 
merken: Erstens, daß vollkommen parallel mit dem Verschwinden der 
einen Färbbarkeit auch die andere verschwindet. Zweitens, daß dieselben 
Mikroben (besonders die stark autolysierten) nach Gram-Much immer 
deutlicher gefärbt erscheinen, obwohl die Körnchen in diesem Stadium 
klein sind und in geringer Zahl vorkommen. 

Gut isolierte Muchsche Granula haben wir in unseren Versuchen nie 
beobachtet (wir sagen nicht, daß ihre Existenz in vitro und bei Friedmann- 
schen Bazillen behauptet worden ist). Aus den zwei oben erwähnten Gründen 
möchten wir vielleicht schließen, daß es sich bei den beiden Färbungen um 
zwei verschiedene Stoffe handelt, die aber innigst verbunden, möglicher- 
weise durchgemischt sind. 


Zusammenfassung. 


1. Das Friedmannsche Mycobacterium wird in gekochtem Wasser 
bei 37° in 2 bis 3 Wochen unter saurer Reaktion autolysiert. 

2. Ricinuslipase hat keine Fähigkeit, das Bacterium aufzulösen, 
woraus es sich schließen läßt, daß die Säurefestigkeit nicht an leicht 
hydrolysierbare Lipoide gebunden ist. 

3. Schwache Milchsäure verlangsamt den Autolyseprozeß. 

4. 2proz. Milchsäure konserviert das Bacterium für lange Zeit. 

5. Unter Umständen bildet das Bacterium lange, fadenförmige 
Involutionsformen. 

6. Verlust an Säurefestigkeit geht parallel mit dem Verlust der 
Gramfärbbarkeit. 


Polysaccharide. XVIIT:). Das Lichenin. 


Von 
P. Karrer und B. Joos. 


(Aus dem chemischen Universitätslaboratorium in Zürich.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1923.) 


Das in den Membranen von Cetraria islandica enthaltene Lichenin 
(„Flechtenstärke‘‘, ‚‚Moosstärke‘‘) läßt sich, nach Abtrennung der 
Flechtensäuren, durch kochendes Wasser der Islandflechte entziehen. 
Beim Erkalten des Extraktes scheidet es sich als Gallerte aus, die mit 
Stärke verglichen wurde; dieser Umstand hat ihm den Namen Flechten- 
stärke eingetragen [ Berzelius?)]. 

Die chemische Natur des Lichenins und seine Beziehung zu anderen 
Polyosen sind trotz zahlreicher Untersuchungen, die sich über fast 
100 Jahre erstrecken, bis heute unbekannt geblieben. Die Total- 
hydrolyse liefert ausschließlich Traubenzucker?); die Angabe von 
Escombe’), daß auch Galaktose am Aufbau des Lichenins beteiligt sei, 
konnte von anderen Forschern nicht bestätigt werden. Durch die 
Furfurolreaktion sind angeblich etwa 2%, Pentosan in diesem Kohlen- 
hydrat nachgewiesen worden fi. 

Die Untersuchung, die wir am Lichenin begonnen haben, hat 
zu einem überraschenden Ergebnis geführt. Sie zeigt, daß Lichenin 
der gewöhnlichen Cellulose sehr nahe steht. 

Bei der Acetolyse des Lichenins bei 120° erhielten wir Octacetyl- 
cellobiose; die Ausbeute ist ähnlich derjenigen, die man unter denselben 
Umständen aus Cellulose gewinnt. Doch bedürfen die Ausbeutebestim- 
mungen noch der Ergänzung durch weitere Versuche. 


1) XVII. Mitteilung Helv. 5, 832, 1922. 

2) Schweiggers Journ. 7, 342, 1813; Ann. de Chim. 90, 277, 1814. 

3) Klason B. 19, 2541, 1886; Bauer, J. pr. 84, 46, 1886; Hönig und 
Schubert, M. 8, 452, 1887; G. Nilson, C. 2, 942, 1893; K. Müller, H. 45, 277, 
1905; Ulander und Tollens, B. 89, 401, 1906; E. Poulsson, C. 2, 154, 1906. 

4) H. 22, 294, 1896. 

5) Ulander und Tollens, l. c. 
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Acetylbromid führt durch längere Einwirkung bei 40° Lichenin 
teilweise in Acetobromcellobiose über; die Ausbeute an dieser Ver- 
bindung ist aber ebenso schlecht, wie wenn gewöhnliche Cellulose als 
Ausgangsmaterial Verwendung findet!). 

Licheninacetat [C,,H,,0,,(COCH,)s] läßt sich genau wie Cellulose- 
acetat bereiten. Die spezifischen Drehungen beider Acetate sind 
identisch. Wir fanden: Licheninacetat Lef = —:23,89° (in 90% 
CHC, + 10% CH,OH); für gutes Celluloseacetat sind die Angaben 
der Literatur, die wir bestätigt gefunden haben, — 23 bis — 2492). 

Licheninacetat gibt beim Umsatz mit Phosphorpentabromid etwas 
Aceto-1,6-dibromglucose; es verhält sich darin wie Celluloseacetat 3). 

Aus Licheninacetat lassen sich sehr gute Filme herstellen; auch 
darin zeigt es keine Abweichung von dem Verhalten des Cellulose- 
acetats. 

Lichenin ist in verdünnten Laugen löslich, eine charakteristische 
Eigenschaft vieler polymerer Kohlenhydrate, die man z.B. auch bei 
den kristallisierten Amylosen trifft. Sie zeigt übrigens erneut, daß 
die Alkalicellulosen nicht als Adsorptions-, sondern als Molekül- 
verbindungen aufzufassen sind, worauf früher schon hingewiesen 
worden ist. Das Natriumhydroxydlichenin ist schwierig in einiger- 
maen konstanter Zusammensetzung und undissoziiertem Zustande 
gewinnbar, denn es bedarf zur Lösung ziemlich großer Mengen Wasser. 
Beim Umfällen scheint daher bereits partielle Dissoziation einzusetzen. 
Der Natriumhydroxydgehalt betrug bei zwei Präparaten 8,3 und 
10,3%, während sich für die Formel (Ci H O10 Na O H) 10,9% NaOH 
berechnen. 

Lichenin reduziert Fehlingsche un nicht stärker als Cellulose, 
d. h. nur spurenweise. 

Endlich deuten auch andere Angaben, die schon in der älteren 
Literatur erwähnt sind, auf die nahe Verwandtschaft des Lichenins. 
mit der gewöhnlichen Cellulose. Das Lichenin ist optisch inaktiv bzw. 
seine optische Aktivität ist so klein, daß sie nicht beobachtet werden 
kann‘); ebenso verhält sich bekanntlich die Cellulose. Licheninlösung 
wird durch Jod nicht gefärbt, wohl aber nimmt festes Lichenin unter 
dem Einfluß einer Jodlösung schwarzblaue Farbe an, sie kann in- 
dessen nicht als typisch für Lichenin gelten, denn ‚sie tritt ebenso 


1) P. Karrer und Fr. Widmer, Helv. 4, 700, 1921. 

2) Licheninacetat sollen schon Husemann und Hilger hergestellt haben; 
die Originalliteratur ist uns nicht zugänglich. Die Pflanzenstoffe. 2. Aufl., 
Seite 129. 

3) P. Karrer und A. P. Smirnoff, Helv. 5, 187, 1922. 

4) Ulander und Tollens, B. 89, 401, 1906. 
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ein, wenn man statt Lichenin ein Häufchen zerriebenes Filtrierpapier 
anwendet!‘ [Salkowskt!)]. 

Die Fermente des Pankreas, pflanzliche Diastase und Speichel 
greifen Lichenin ebensowenig an?) wie die Cellulose, dagegen ist Lichenin 
der bakteriellen Zersetzung zugänglich) und liefert dabei, wie Cellulose, 
Essigsäure, Propionsäure, Buttersäure und Milchsäure. 


Schließlich fehlt auch die geringe Furfurolabspaltung, die beim 
Kochen des Lichenins mit konzentrierter Salzsäure beobachtet worden 
ist, bei der Cellulose nicht. Man führt sie in letzterem Falle entweder 
auf eine kleine Beimengung von Pentosanen oder auf einen kleinen 
Gehalt an Oxycellulose zurück; wahrscheinlich ist beim Lichenin die 
Ursache der Furfurolbildung dieselbe. 


Lichenin und Cellulose unterscheiden sich somit vornehmlich nur 
in ihrer physikalischen Beschaffenheit: Lichenin ist in heißem Wasser 
als Kolloid löslich, Cellulose nicht. Die Differenzen liegen in derselben 
Richtung wie diejenigen von Stärke und Glykogen, und man kann 
daran denken, daß sie auch in beiden Fällen durch ähnliche Ursachen 
bedingt sind (verschiedener Dispersitätsgrad oder Polymerisationsgrad ? 
Beimengungen ?). Jedenfalls bietet das Paar Lichenin-Cellulose eine 
Bestätigung der von dem einen von uns wiederholt ausgesprochenen 
Auffassung, daß der physikalische Zustand, in dem wir die polymeren 
Kohlenhydrate antreffen, keinen Anhaltspunkt für deren chemische 
Natur und Molekülgröße geben kann. 

Der Name ‚‚Flechtenstärke‘“ oder, ,‚Moosstärke‘ hat für Lichenin 
keine Berechtigung mehr. Will man’ihn ersetzen, so wird Flechten- 
cellulose die geeignete Bezeichnung sein. 

Beim bakteriellen Abbau der gewöhnlichen Cellulose ist man 
bisher einer Schwierigkeit begegnet, die darin besteht, daß es nicht 
gelingt, Cellulose in homogener Verteilung bzw. in Lösung der Wirkung 
der Bakterien auszusetzen. Im Lichenin ist jetzt eine Celluloseform 
gefunden, die kolloide Lösungen liefert; wir beabsichtigen, den Einfluß 
verschiedener Bakterien auf solche Lösungen eingehender zu prüfen. 
Ebenso dürfte ernährungsphysiologischen Versuchen mit Lichenin jetzt 
eine erhöhte Bedeutung zukommen. 

Die Frage liegt nahe, ob andere Pflanzen nicht ebenfalls lichenin- 
ähnliche Celluloseformen führen. Ihre eingehende Prüfung ist im 
Gange. 

An einigen Versuchen haben sich die Herren A. P. Smirnoff und 
Dr. J. Peyer beteiligt. 


1) E. Salkowski, H. 110, 158. 
2) Derselbe, H. 104, 105, 1918; Tcmihide Shimizu Bio. 117, 241, 1921. 
3) Temihide Shimizu Bio. 117, 241, 1921. 
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Experimenteller Teil. 


Das Lichenin haben wir nach dem üblichen Verfahren aus Cetraria 
islandica selbst extrahiert. Zu diesem Zwecke wurde das Isländische 
Moos zunächst durch wiederholte Behandlung mit heißem Alkohd 
und Sodalösung von den Flechtensäuren befreit und hierauf mit Wasser 
ausgekocht. Beim Erkalten der etwas eingeengten Filtrate fiel das 
Lichenin gallertig aus. Es wurde abzentrifugiert, mehrmals gewaschen 
und so oft aus heißem Wasser umgelöst, bis seine Lösung mit Jod 
keine Blaufärbung mehr zeigte und Fehlingsche Lösung nicht mehr 
reduzierte. Es ist nicht zweckmäßig, die wasserfeuchten Lichenin- 
präparate direkt zu trocknen, da sie hierbei zu einer harten, zähen 
Masse zusammenbacken. Wir legen sie daher in Alkohol, den wir 
mehrmals erneuern, dann in Äther und bekommen so ein lockeres 
Pulver, das nach dem Trocknen im Vakuum fùr Umoe tungen sehr 
geeignet ist. 


Acetolyse. 

De Lichenin werden mit 15g Essigsäureanhydrid übergossen; 
dazu fügt man eine Mischung von 7g Essigsäureanhydrid und 3g 
konzentrierte Schwefelsäure hinzu, erhitzt nun auf 120° und hält die 
Masse während einer halben Minute auf dieser Temperatur. Darauf wird 
auf Eis gegossen und der ausgefallene Niederschlag aus Alkohol um- 
kristallisiert. Ausbeute 0,53g kristallisierte Octacetylcellobiose. 

Nach nochmaligem Umkristallisieren lag der Schmelzpunkt bei 
2220; Mischschmelzpunkt mit Octacetylcellobiose aus Cellulose 222° 
[a]p = + 42,0 (Chloroform). 

Eine zweite Acetolyse gab ein analoges Resultat. 

Die Acetylierung des Lichenins kann analog derjenigen von Cellulose 
ausgeführt werden. Wir selber gebrauchten ein besonders schonendes 
Verfahren, über das wir später Mitteilung machen werden. 

Das Triacetyllichenin ist fast unlöslich in Alkohol und Aceton, 
gut löslich in Chloroform, besonders wenn diesem noch einige Prozent 
Alkohol zugefügt werden. Die Löslichkeitsverhältnisse sind die gleichen 
wie diejenigen guter, nicht abgebauter Cellulosetriacetate. 

Polarisation des Licheninacetats: 

0,1420 e Substanz, 15,1072 g Lösung (90%, CHCl, 10% CH,OH). 


eck = _0314, I=1dm, d= 1,40. 
ræ] = — 23,860. 


Die Spaltung des Licheninacetats mit Phosphorpeniabromid wurde 
nach der Vorschrift ausgeführt, die P. Karrer und Smirnoff für den 
Aufschluß von Celluloseacetat gegeben habent). Es wurde etwas 


1) Helv. A 187, 1922. 
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Aceto-1,6-dibromglucose isoliert, doch war deren Menge in dem einen 
Versuch, der bisher vorgenommen worden ist, etwas geringer als bei 
Verwendung der Acetylcellulose. (Aus 5 g Acetylcellulose 0,2 g analysen- 
reine Aceto-1,6-dibromglucose, wobei nach den Ergebnissen besonderer 
Versuche schätzungsweise noch 0,5 bis 0,8g derselben Verbindung in 
den öligen Nebenprodukten gelöst bleiben.) f 

Schmelzpunkt der Aceto-1,6-dibromglucose aus Licheninacetat 
174°, Mischschmelzpunkt mit einem anderen Präparat von Aceto- 
1,6-dibromglucose 174°. We 

Lichenin geht unter der Wirkung von Aceiylbromid bei 40° teil- 
weise in Acetobromcellobiose über. Die Vorschrift, die P. Karrer und 
F. Widmer!) bei den analogen Umsetzungen der Cellulose gegeben 
hatten, wurde auch unseren Versuchen mit Lichenin zugrunde gelegt. 


1) Helv. 4, 700, 1921. 


Über den Einfluß des Testikular-Extraktes auf einige chemische 
Eigenschaften des Blutes. 


Von 
D. Alpern. 


(Aus dem Laboratorium für allgemeine und experimentelle Pathologie 
der Universität zu Charkow.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 


Bereits die alten empirischen Beobachtungen von Brown-Sequard, 
welche später durch die experimentellen Untersuchungen von Zoth 
und Pregel, Coprijoti, Lawrinowitsch, Uspensky u. a. bestätigt worden 
sind, haben mit großer Evidenz den mächtigen dynamogenen Einfluß 
der Testikularhormone in bezug auf die Erhöhung der Arbeitsfähigkeit 
der Muskeln und der Erhöhung der Nerven- und psychischen Tätigkeit 
bei gesunden und kranken Menschen und Tieren erwiesen. 


Die Forschungen von Zoth haben diese Beobachtungen detailliert, 
indem er es bewies, daß die Einspritzung von Hodenextrakt an und für 
sich kein Wachstum der Muskelkraft hervorruft, in Verbindung aber mit 
Übungen eine bedeutende (bis 50 proz.) Erhöhung der Kräfte ergibt, welche 
ihren vollen Ausdruck in der Hypertrophie jeder einzelnen Muskelfaser 
findet. Die dynamogenen Eigenschaften der Testikularemulsion sind bei 
den Versuchen von Lawrinowitsch und Uspensky besonders deutlich zum 
Vorschein gekommen. So fand ersterer bei seinen Versuchen mit großen 
Tieren, daß sie sämtlich unter dem Einfluß der Injektionen an Kraft und 
Gewicht zunahmen; auf Grund seiner Versuche mit Mäusen, Meerschwein- 
chen und Kaninchen kam Uspensky zu dem Ergebnis, daß die Wirkung 
der Hormone der Samendrüse in der Steigerung und Kräftigung sämt- 
iicher Funktionen des Organismus, in der Erhöhung seiner sämtlichen 
Lebenskräfte ausgedrückt wird. Ähnliche Data haben auch Meyer berechtigt, 
die Wirkung des Hodenextraktes als eine die assimilatorischen Prozesse 
der Zellen fördernde zu bezeichnen. Viel später haben die beweisstarken 
Versuche Nussbaums an Fröschen, welche durch Harms und Steinach 
durchaus bestätigt worden sind, erwiesen, daß die Hormone der Genital- 
drüsen nicht nur auf die Entwicklung des Genitalapparates, sondern auch 
auf diejenige der Hilfsorgane der Befruchtung einwirken. Den jährlichen 
Perioden der Sexualtätigkeit bei den grauen Erdfröschen entsprechend, 
unterliegen deren Samenblasen, die Hornhaut ihrer großen Zehen und die 
Muskeln des Vorderarmes periodischen hypertrophischen Änderungen, um 
nach Schluß dieser Periode wieder zum status quo ante zurückzukehren. 
Die Entfernung der Genitaldrüsen bei den Menschen verhindert das Zu- 
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standekommen dieser Hypertrophien. Vermittelst Einführung von Teilchen 
der Samendrüsen in den Rückenlymphensack solcher kastrierten Frösche 
hat Nussbaum dieselben Erscheinungen, wie sie vor der Kastrierung statt- 
fanden, hervorgerufen, und diese Erscheinungen verschwanden wieder 
nach der Aufsaugung der eingeführten Teilchen. Diese Versuche beweisen 
mit genügender Klarheit den das Wachstum stimulierenden Einfluß der 
Testikel und gestatten es, dieselben zur Gruppe der Drüsen innerer Sekre- 
tion, welche die Assimilationsprozesse im Organismus steigern, zuzuzählen. 

. Die für unsere Zwecke interessantesten Forschungen sind diejenigen 
über die Änderungen des Mineralstoffwechsels bei Hypo- und Hypersekretion 
der Hoden. Leider ist in dieser Beziehung bisher sehr wenig geschehen. 
So z. B. haben Mosse und Oulie bei Versuchen an zwei Hunden männlichen 
Geschlechts eine gesteigerte Absonderung von Phosphor im Harn fest- 
gestellt. Weiter haben dieselben Autoren beobachtet, daß unter dem Ein- 
fluß des Testikularextraktes das Quantum des Phosphors im Harn noch 
unter den Zahlen der Postkastrierungsperiode gesunken ist. Mc Crudden hat 
bei Versuchen an zwei Hunden männlichen Geschlechts keine Herabsetzung 
des Wechsels an Schwefel, Phosphor, Calcium und Magnesium bei Kastration 
gefunden. Im Gegenteil, die Ausscheidung dieser Stoffe war sogar etwas 
gesteigert. Bei seinen Versuchen erzielte Lüthje nur eine geringe Herab- 
setzung des Phosphorstoffwechsels. Bei Anwendung von Testikularextrakt 
an verschiedenen Patienten setzte Dr. Chabrie fest, daß das Quantum des 
ausgeschiedenen P,O, verringert wurde. Sehr interessant sind auch die 
Forschungen Karl Dröges, der Versuche an jungen Hunden: eines Wurfes 
während der Laktationsperiode unternahm. Die an einem von ihnen vor- 
genommene Kastration rief fast keine Änderungen in dem Gehalt an 
Asche, organischen Stoffen und Wasser im Körper des Versuchstieres im 
Vergleich zum Kontrolltier hervor. Als einzige Veränderung könnte die 
dabei beobachtete, allerdings sehr unbedeutende Verringerung des Gehalts 
an P,O; im Körper gelten. 

Im großen und ganzen darf auf Grund der angeführten Angaben 
gesagt werden, daß die Hormone des Hodens zweifelsohne als Regu- 
latoren des Phosphorstoffwechsels im Organismus wirken, und daß sie, 
wie aus den Untersuchungen der meisten erwähnten Autoren über 
Kastraten und bei Injektionen von Extrakt aus der Samendrüse hervor- 
geht, lebenswichtige Phosphorverbindungen vor dem Zerfall schützen. 
Vielleicht liegt gerade darin die Erklärung des elektiven Einflusses 
der Testikel auf die differenzierteren Gewebe des Organismus — 
das Muskelgewebe und das Zentralnervensystem. In bezug auf den 
Einfluß der Hodenhormone auf den Calciumstoffwechsel kann auf 
die Versuche von Reach hingewiesen werden, welcher bei kastrierten 
Mäusemännchen eine Verarmung ihres Organismus an Calciumsalzen 
feststellte. 

Das Bestreben, den Grund der mächtigen dynamogenen Wirkung 
der Testikularextrakte auf den Organismus zu enträtseln, hat zu einer 
ganzen Reihe von Untersuchungen auf dem Gebiete der Chemie des 
Hodengewebes geführt. Im Bestande dieses Gewebes sind außer ver- 
schiedenen Eiweiß- und Lipoidstoffen auch Cholin und Dimethyl- 
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guanidin gefunden worden, die im ganzen Organismus ziemliche Ver- 
breitung haben. Dank den Arbeiten von Schreiner und vor allem 
denjenigen von Prof. A. Poehl ist in der Samenflüssigkeit ein besonderer 
Azostoff vorgefunden worden, Spermin, welcher eine dynamogene 
Wirkung auf den Organismus ausübt. Über das Spermin ist sehr viel 
geschrieben worden, und die Bətrachtung der diesbezüglichen Literatur 
kann unseren Zwecken nicht dienen. Es soll jedoch darauf hingewiesen 
werden, daß, während Poehl selber das Spermin für einen mächtigen 
Aktivator von Oxydierungsprozessen analytischen Charakters hält, 
Prof. Repreff auf Grund der Sperminliteratur, sowie seiner eigenen 
Beobachtungen über dessen Wirkung auf den Gaswechsel bei Tieren 
zu dem Schluß gelangt, daß das Spermin ein Aktivator der Oxydations- 
prozesse in der Zelle ist, und daß er die hauptsächliche Rolle im Prozeß 
des Schaffens des lebendigen Protoplasmas, d. h. bei synthetischen 
Prozessen, spielt. 

Wie dem auch sei, kann laut den heutigen Anschauungen Spermin 
durchaus nicht für ein spezifisches Hormon des Hodens gelten, 
da es außerdem noch in vielen anderen Organen und Geweben (im 
Blute, in den Leukozyten, in der Leber, im Gehirn) vorgefunden worden 
ist. Andererseits ist seine chemische Natur noch bei weitem nicht 
aufgeklärt worden (Otto-Fürth). Daß zwischen dem Testikularextrakt 
und dem Spermin ein großer Unterschied vorhanden ist, ist schon 
daraus ersichtlich, daß laut den Angaben von Dr. Uspensky und von 
Sabrares und Rivière ersterer antiseptische Eigenschaften in bezug auf 
die Entwicklung von Mikroben (Rotz und Anthrax) besitzt, während 
über Spermin dasselbe durchaus nicht behauptet werden kann, sogar 
nach Meinung des Prof. Poehl selber. | 

Außer Spermin ist im Testikularextrakt, wie Serralach und Parés 
auf Grund ihrer Untersuchungen über seine Wirkung auf die Harn- 
blase annehmen, noch ein Stoff unbekannter Struktur enthalten, 
welcher durch die Samendrüsen sezerniert wird; diesem Stoffe muß 
die Hauptrolle in der innersekretorischen Tätigkeit der Testes zu- 
geschrieben werden, seine chemische Natur aber ist vollständig un- 
aufgeklärt. 

Wie aber die Natur der chemisch wirkenden Stoffe der Samen- 
drüse auch sei, auf welche Phase des Stoffwechsels sie auch einwirken 
mögen, kann doch der Schluß gezogen werden, daß die Änderungen 
in der funktionellen Tätigkeit der Hoden, ob Hypo- oder Hypersekretion, 
auf diese oder jene Weise auf den Blutbsstand wirken müssen, da das 
Blut vor allem das Wirkungsfeld von allerhand Hormonen ist, und da 
es in unmittelbarer Bsrührung mit dem die Zelle umgebenden Milieu 
sich befindet, selbst erst endlich das Laben dieser Zelle, ihre Schwan- 
kungen nach dieser oder jener Seite wiederspiegeln muß. Die dies- 
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bezügliche Untersuchung des Blutes ist besonders deshalb wertvoll, 
weil das Blut besser als alle sonstigen Gewebe seinen status quo zu 
verteidigen weiß, und die Feststellung von in ihm vorgegangenen 
Änderungen für den ganzen Organismus bezeichnend ist. Was die 
Einwirkung von Hodenhormonen auf das Blut anlangt, so muß gesagt 
werden, daß es äußerst wenig derartige Untersuchungen gibt, und daß 
die Mehrzahl dieser Untersuchungen sich vor allem auf den morpho- 
logischen Bestand bezieht. 

Der Zweck vorliegender Untersuchung war es, die Wirkung des 
Testikularextraktes auf einige chemische Eigenschaften des Blutes 
zu studieren. Um dieses zu erzielen, wurde das Quantum Wassers, 
festen Salzes, organischer und anorganischer Stoffe im Blute sowie 
der Gehalt an Phosphor und Eisen in demselben bestimmt, einmal 
bei der Norm und zweimal nach Einführung des Extraktes. Die Ver- 
suche wurden an drei Kaninchen vorgenommen (zwei Männchen und 
einem Weibchen). Was die Methodik der Forschung anlangt, so war sie, 
kurzgefaßt, wie folgt: 

8 Tage vor Anfang der Versuche wurde das Untersuchungstier 
in einen besonderen Käfig gebracht. Kaninchen Nr. 1 bekam streng 
abgewogene Portionen Nahrung nach vorheriger Feststellung der 
Quantität von Hafer, Beten und Wasser, welche zu verzehren das Tier 
imstande war. Bei diesem Versuche wurde außer der Nahrung auch das 
Quantum an Urin und Exkrementen gemessen. Den beiden anderen 
Tieren wurde Nahrung ad libitum verabreicht. Zu Untersuchungs- 
zwecken wurde das Blut aus der großen Ohrvene, je 5 bis 7 g auf einmal, 
in einen genau auf chemischer Wage abgewogenen Platintiegel ge- 
nommen. Die Methoden des Bluttrocknens und Durchhitzens des 
Satzes können Interessenten dem diesbezüglichen Aufsatz von Abder- 
halden im Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden (Bd. 5, Teil 1, 
1911) entnehmen. Zwecks Festsetzung des Quantums Eisen und 
Phosphor in der Asche bediente sich Verfasser der Methode, die Aron 
in Abderhaldens Arbeitsmethoden beschrieben hat!). 

Für -Injektionszwecke diente der Wasserextrakt aus den Samen- 
drüsen eines Stieres, von dem bakteriologischen Institut der medi- 
zinischen Gesellschaft zu Charkow hergestellt. Es wurde eine Infusion 
der zerkleinerten Samendrüsen eines Stieres in Kochsalzlösung in 
einem Verhältnis von 1:4 gemacht. Der Extrakt wurde ohne Ein- 
wirkung einer hohen Temperatur von Eiweiß befreit und durch eine 
Berkefeldkerze filtriert. Die Reaktion war eine amphotere. Das 
Quantum des bei den zwei ersten Versuchen subkutan eingeführten 
sterilen Extraktes war 0,2 pro Kilogramm Gewicht des Tieres, bei 


1) Auch N. Krasowski und M. Pawlow, Chark. Med. Journ. 1914. 
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dem letzten Versuche wurde die halbe Dosis, d. h. 0,1 pro Kilogramm, 
intravenös eingeführt. 


Versuch 1. 


Kaninchenmännchen, Gewicht 2250g, erhielt Hafer, Beten und 
Wasser ad libitum. Vorhergehende Beobachtung im Laufe von 6 Tagen. 
Am 6. Mai wurde zum ersten Male Blut zu Untersuchungszwecken ge- 
nommen und nach 2 Tagen die erste subkutane Injektion von 0,2 Testi- 
kularextrakt gemacht, die nächste Injektion erfolgte tags darauf, und 
dann wurde zum zweiten Male Blut aus dem Ohre zwecks chemischer 
Analyse genommen. Nach fünf Injektionen wurde zum dritten Male Blut 
genommen. Während der ganzen Injektionszeit fühlte sich das Tier offen- 
bar gut, nach seiner erhöhten Munterkeit zu urteilen. 

Der Gehalt an Wasser im Blut hatte sich, wie aus Tabelle I ersichtlich, 
nach den ersten zwei Injektionen fast gar nicht geändert, nach der fünften 
Injektion war er um 0,92 pro hundert Teile Blutes gesunken, d.h. um 
1,08%, der anfänglichen Höhe. Die Quantität fester Stoffe hatte sich nach 
fünf Injektionen in einer Höhe von 5,43%, des anfänglichen Quantums 
geändert, wobei diese Erhöhung sich auf die organischen Stoffe und Aschen- 
teile bezog; letztere hatten sich bereits während der ersten Periode auf 
Kosten der organischen Stoffe vermehrt. 


Tabelle 1. 








Wasser; Gehalt Gehalt an | Gehaltan | Beziehung des 








Zustand des Tieres "Blut, | seht | "WE (CT Asche WÄIN 
1 o l 0% Die °%b EE 
Norm ....:.6V.| 8492| 1508 | 14,38 0,70 | 43/57 
Nach zwei In- i 
jektionen . . | 11. V. 84,92 15,08 14,172 0,808 41/59 
nderung | 
E e Se, | Pr a — 0,1084 0108 — 2/42 
Nach fünf In- l l 
_ jektionen . . | 22. V. 84,0 15,9 15,01 0,89 41/59 
derung | 
(Faso), — 0,92 + 082 + 0,63 + 019 — +2 
f » l 





Il 


Die Bestimmung des Volumens der Formenelemente im Blute und 
des Plasmas während der Norm und nach den Injektionen hat erwiesen, 
daß in beiden Fällen eine Verringerung um 4,6% der anfänglichen Höhe 
erfolgte. Dieses gestattet uns zu denken, daß entweder die Anzahl der 
Körperchen unter dem Einfluß der Injektionen oder das Volumen eines 
jeden von ihnen sich verringerte. Da die Untersuchung des morphologischen 
Bestandes des Blutes beim selben Tiere erwies, daß die Anzahl der Erythro- 
zyten nicht verringert worden war, sondern eine Tendenz zum Wachsen 
zeigte, so muß angenommen werden, daß jedes Körperchen eine Volumen- 
einschränkung erlitt. — Auf Kosten welcher Salze die Erhöhung des Prozent- 
gehalts an Asche erfolgte, kann zum Teil aus Tabelle II, wo die Ergebnisse 
' der Aschenanalyse in bezug auf Phosphor und Eisen verzeichnet sind, 
ersehen werden. 
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Tabelle II 
Zustand des Tieres ne | =. un 
0 0 
Ss IT | SS u u = Serenade a EL were = ee 
Norm . 2 2 222... | 6. V. | 0,0389 0,0550 
Nach zwei Injektionen. © 11.V 0,0389 0,0606 
Änderung (+ u. —). . ` | — JL 0,0056 
Nach fünf Injektionen. ` 22. V. 0,0390 0,060 
Änderung (+ u. —). . _ + 0,005 


/ 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, hat sich der Gehalt an Eisen überhaupt 
nicht geändert, und die Erhöhung des Phosphorquantums kann die ganze 
Erhöhung an Aschengehalt bei weitem nicht decken. 


Versuch 2. 


Kaninchenweibchen von 3000 g Gewicht. Erhält zur Nahrung Hafer, 
Beten und Wasser, erst ad libitum, wobei vermittelst täglichen Messens 
des zurückbleibenden Quantums das Gewicht der eingeführten Nahrung 
bestimmt wird, und auf diese Weise kann die normale Nahrungsration des 
Tieres während der vorhergehenden Beobachtungen bestimmt werden. 
Nach 8 Tagen wurde erstmalig das Blut zwecks chemischer Analyse ge- 
nommen und 2 Tage später die erste subkutane Injektion von Extrakt aus 
der Samendrüse (0,2 pro Kilogramm Gewicht) in die Bauchgegend gemacht. 
Nach den ersten zwei Injektionen wurde nochmals Blut zur chemischen 
Analyse entnommen und zum dritten und letzten Male nach fünf Injek- 
tionen, die jeden zweiten Tag vorgenommen worden waren. Im Laufe der 
ganzen Injektionsperiode konnte man eine merklich gesteigerte Munterkeit 
des Tieres beobachten, welche sich in einer im Vergleich zur vorhergehenden 
Beobachtungsperiode bedeutend größeren Beweglichkeit äußerte. Es folgen 
hier die Durchschnittszahlen des Gewichts des Tieres, der Quantitäten 
der verzehrten Nahrung und der ausgeführten Exkremente und Urins, .- 
sowohl während der vorherigen Beobachtung, wie während der Injek- 
tionsperiode: 








Ä Gewicht. | Hafer l l Beten Urin Exkremente 

E sun, a g o Æ Cem H ` 
Ee 000 0 = ee ee Dem 
Norm . .. 222 2.. 83000 130 200 120 10 
Injektionsperiode . . . 3000 130 200 95 12 


Auf diese Weise hat sich im Laufe der ganzen Zeit das Gewicht gar 
. nicht geändert, ebenso die Nahrungsration, nur ist das Quantum des aus- 
geführten Urins etwas herabgesetzt worden. Die Ergebnisse der Analyse 
des Blutes auf den Gehalt an Wasser, an festen, organischen und Aschen- 
teilen ist aus Tabelle III ersichtlich. 

Das Quantum Wasser hat sich beide Male nach zwei- und fünffacher 
Injektion garnicht geändert, dasselbe bezieht sich auch selbstverständlich 
auf den Gehalt an festen Stoffen. Die Bestimmung der Volumen der Formen- 
elemente des Blutes hat deren Verringerung bei den Körperchen während 
der Injektionsperiode festgestellt. 
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Versuch 3. 


Kaninchenmännchen von 1550 g Gewicht erhält Nahrung ad libitum. 
Während der ganzen Beobachtungszeit vor den Injektionen keine Ab- 
weichungen von der Norm zu verzeichnen. Am 5. April erstmalige Blut- 
entnahme zwecks chemischer Analyse. Dem Tiere wird Extrakt aus der 
Samendrüse in die Ohrenvenen eingespritzt, und zwar in einem um die 
. Hälfte geringeren Quantum als bei beiden vorhergehenden Versuchen, 
d. h. 0,1 pro Kilogramm Gewicht. Blut wurde nur noch einmal nach zwei 
Injektionen am 12. Juni zwecks Analyse entnommen. 






































































Tabelle III. 
Wasser | Gebalt Gebalt an | Gehaltan | Bezichung des 
Zustand des Tieres | "Blue | eich E 
o, | a, zum Plasına 
ee Sch j Le ees O a ei _ m TI 
Norm ....|22.V. : 8308| 16,9 0,79 | 44/56 
' Nach zwei In- | 
jektionen.. . .27.V. | 8308| 1692 | 1611 0,81 | 37/63 
derung | | 
(u.—).. ` — — — 0,02 | +0,02, —7'+7 
Nach fünf In- | 
jektionen . . | 7.VL, 8310| 16,89 16,05 | 0,84 37/63 
Änderung | | 
(Lui. a +0,02 | — 0,03 | — 0,08 | 1006| —7/+7 
Tabelle IV. 
Zustand des Tieres | een I en re 
D 
E 4... 08 4 ’’ 22.V. | 0,032 41 0,0336 
Nach zwei Injektionen . 27.V. 0,035 73 0,04 
Änderung (+ u. —). . + 0,003 32 + 0,0064 
Nach fünf Injektionen . 7. VI. | 0,036 6 0,0416 
Änderung (+ u. —). .ı ~ + 0,00419 + 0,008 
Tabelle V. 
a, ee Fer PS GE ENDE 
| Wasser, | Gehalt ' Gebaltan | Gehaltan | Beziebung des 
Zustand des Tieres | “Blu | Gehalt | "RU (orgmichen| “Asche” | Volumens der 
an m sn 
= epee E A S er eg 
Norm ....!| 5.Vl.| 83,63 16,37 15,28 | 1,09 normal 
Nach zwei In- 
jektionen . . || 12. VI. | 83,55 16,45 15,34 1,11 |unverändert 
derung Ä 
(+u.—)..! '—0,08| + 0,08 | + 0,06 | +0,02 | unverändert 
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Tabelle VI. 
N re a 
Zustand des Tieres | re i aia PR 
Norm ......... 5. VI. 0,0355 | 0,0429 
Nach zwei Injektionen . 12. VI. | 0,0367 0,055 
Änderung (+ u. —). .! | + 0,0012 + 0,0121 


Die Ergebnisse der chemischen Analyse des Blutes sind aus oben- 
stehender Tabelle V ersichtlich. Der Wassergehalt ist nur ganz unbedeutend 
herabgesetzt. Was den Gehalt an Phosphor und Eisen in der Asche be- 
trifft, so ist im vorliegenden Falle, wie aus Tabelle VI ersichtlich, ein Eisen- 
zuwachs um 1,4% des Anfangsquantums zu verzeichnen, wie auch eine 
Erhöhung des Phosphorgehalts um 28%, gegenüber der Norm, eine Tat- 
sache, die, wie aus den von einigen Autoren bei Injektionen von Testikular- 
extrakt vorgenommenen Untersuchungen des Blutgehalts ersichtlich, 
zum Teil durch die eintretende Leukozytose erklärt werden kann. Jedoch 
kann eine so starke Erhöhung des Phosphorgehalts dadurch allein nicht 
erklärt werden, der Grund dazu muß in den anderen Teilen des Blutes 
gesucht werden, welches in unmittelbare Berührung mit vielen Geweben 
und Organen kommt, die phosphorhaltige Stoffe ganz besonders benötigen. 


Die auf Grund der drei Versuche gewonnenen Ergebnisse sind 
jedoch quantitativ ungenügend, um irgendwelche bestimmten Schlüsse 
ziehen zu dürfen; doch stimmt die Ständigkeit einiger Veränderungen 
unter dem Einfluß der vorgenommenen Injektionen geradezu ins Auge. 
Zwecks größerer Übersichtlichkeit werden hier Gesamttabellen vor- 
gelegt, welche die prozentualen Änderungen des chemischen Blut- 
gehalts im Vergleich zur Norm ausdrücken. 


Tabelle VII. 








Anderung der Änderun 


Anderung des | Änderung des 
festen Stoffe | der Sg en 
o 


Aschenquantums| Volumens der 
Formenelemente 





| Änderung des 
Se S Wassergehalts 





a 
E 
© 
E 
D 








o | č EE o | n | *% 
1 10-(-108|0—- (+5,43)) — 0,74: | 154: | — 46 
38 | Lan 
2 '0—(+0,02)|0—(—018)) —012: + 25:| — 189 
, — 049 + 63 
3 0091 +0,48 +039 | + L83 e 


Was die festen Stoffe anlangt, so muß gesagt werden, daß derer 
Gesamtgehalt im ganzen- Blute während der Injektionsperiode ge- 
wachsen ist, mit Ausnahme des Versuchs Nr.2, bei welchem eine 
sehr geringe Herabsetzung zu verzeichnen ist; dabei fällt die Erhöhung 
des quantitativen Gehalts an festen Stoffen bei Versuchen 1 und 3 
sowohl auf die organischen wie auf die anorganischen Stoffe des Blutes. 
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In prozentualer Beziehung sind letztere bedeutend erheblicher als die 
organischen gewachsen, und im Versuche Nr. 2 ist ein derartiger Zu- 
wachs ausschließlich auf Kosten der anorganischen Stoffe geschehen. 


Tabelle VIII. 
Nr. des Anderung des Eisen, | Anderung des Phosphor» 
Vers gehal gebalts 
suchs h 0, 








1 0—0 (+ 10,18) — (+ 9,09) 
2 (+10,2) — (+ 12,9). (+19) — (4238 ) 
3 +14 + 28,2 


Wenn wir uns zur Betrachtung der Asche in bezug auf ihren Gehalt 
an Eisen- und Phosphorsalze wenden, so sehen wir aus Tabelle VIII, 
daß erstere nicht merklich erhöht sind ; nur bei Versuch 2 ist der Prozent- 
gehalt um etwas über 10%, gestiegen, und im Versuche 3 um 1,4% 
nach einmaliger Injektion. Eine derartige Erhöhung des Eisengehalts 
muß vor allem auf Rechnung des Hämoglobins gesetzt werden, wie 
auch Dr. Tscherkess bei parallelen Versuchen mit Injektion desselben 
Extraktes einigen Zuwachs an Hämoglobin beobachten konnte, was 
vollständig mit den von Jean erzielten Ergebnissen übereinstimmt. 
Am deutlichsten ist ferner der im Verhältnis zur Norm gestiegene 
Prozentgehalt an Phosphor im Blute zu ersehen, welcher bei Versuch 1 
etwa 10% des anfänglichen Quantums bildet und im letzten Versuche 
sogar die Höhe von 28% erreicht. 
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Zur Frage der Beziehung der inneren zur äußeren Sekretion. 


I. Mitteilung. 


Zur Frage über den Einfluß der Drüsen innerer Sekretion 
auf die Absonderung des Magensaftes. 


Von 
D. Alpern. 


(Aus dem Laboratorium für allgemeine und experimentelle Pathologie 
der Tierärztlichen Hochschule zu Charkow.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 


Unter den Fragen, die mit der Bedeutung der endokrinen Drüsen 
in der Ökonomie des tierischen Organismus zusammenhängen, ist der 
Frage über die Wechselbeziehungen der Inkrete mit der sekretorischen ` 
Tätigkeit des Verdauungsapparates viel zu wenig Beachtung zuteil 
geworden. 


Und doch kommen in der Pathologie der Drüsen mit innerer Sekretion 
unter den klinischen Symptomen immer wieder Erkrankungen, An- 
deutungen einer Störung der Verdauungsorgane vor, die sich in einer 
funktionellen Störung der sekretorischen oder motorischen Funktionen aus- 
drücken. Besonders bekannt ist in letzter Zeit die Verbindung geworden 
zwischen den Erkrankungen der glandula thyroidea, deren Hypo- oder 
Hyperfunktion, und der Störung der sekretorischen Arbeit des Magens, der 
pankreatischen Drüse oder der Därme. Die häufigen Diarrhöen, welche den" 
morbus Basedowi begleiten, sind Beispiele einer derartigen Verbindung, 
und eingehendere Untersuchungen (Miesowiez, Gautier, Wolpe, Curschman, 
Möller, Chvostek, Weil und Biedl) haben eine tatsächliche Abhängigkeit 
der Störungen in der Arbeit der Verdauungsdrüsen von den Erkrankungen 
der endokrinen Organe (der Thyroidaldrüse, der Parathyroiddrüse, der 
Hypophyse, der Nebennieren) festgestellt. Grote hat in diesem Sinne sogar 
eine Gruppierung der Wechselbeziehungen zwischen der Pathologie der Drüsen 
mit innerer Sekretion und der Verdauungstätigkeit vorgenommen und aus- 
geführt. So z. B. besteht die erste Gruppe aus denjenigen Fällen, bei welchen 
zuerst eine Erkrankung der Drüsen erfolgt, und später unter den Symptomen 

dieser Erkrankung Störungen in den Funktionen des Verdauungsapparates 
vorkommen, wie z. B. Diarrhöe bei morbus Basedowi, Achylie, bei morbus 
Addisoni, Obstipatio, bei Akromegalie; zur zweiten Gruppe gehören die 
Neurosen, welche von den Störungen in der Tätigkeit der endokrinen 
Drüsen abhängig oder zugleich mit jenen ein Ergebnis irgendwelcher 
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pathologischer Zustände sind: so z. B. die Thyreotoxikosen und die Magen- 
neurosen. welche im Laufe des Krieges zur Beobachtung kamen (Caro und 
Strauss). Zur dritten Gruppe endlich gehören die Störungen in den endo- 
krinen Drüsen, welche eine Folge der Krankheiten des Magen- und Darm- 
apparates sind (Peiser u. a.). Für uns bieten natürlich vor allem die beiden 
ersten Gruppen ein Interesse, da sie das Vorhandensein einer Verbindung 
zwischen der Tätigkeit der endokrinen Drüsen und den Verdauungs- 
drüsen unzweifelhaft beweisen, und den Gedanken bekräftigen, daß das 
Experiment dazu berufen ist, diese Verbindung bloßzulegen, und dadurch 
viele bisher unverständliche Symptome klinischer Erkrankungen auf- 
zuklären. Dies wäre die eine Seite der Frage. Andererseits muß noch auf 
den Umstand hingewiesen werden, daß die Forschor der Jetztzeit nicht 
ohne Grund eine große Bedeutung in der Herkunft der Erkrankungen 
des Verdauungsapparates den konstitutionellen Eigenheiten zuschreiben, 

ganz besonders den Erscheinungen der Sympathico- und Vagotonie (Bauer, 

Martius und Brugsch). Da die Bedeutung der Drüsen mit innerer Sekretion 

in der Konstitution des tierischen Organismus zur Genüge nachgewiesen 

worden ist (Pathologie des Wachstums und der Entwicklung), so ist auf 
diese Weise die Verbindung dieser Drüsen auch mit der äußeren Sekretion 

des Verdauungsapparates ganz unzweifelhaft, denn die allgemeine Kon- 

stitution ‘stellt eine Summe der Teilkonstitutionen der einzelnen Organe 

und Gewebe dar (Gesetz von Martius). Außerdem ist der Mechanismus 

der Funktionen der Verdauungsdrüsen selber, besonders der Magendrüsen, 

bisher bei weitem nicht genügend erforscht worden, und die tieferen Gründe, 

die diese Sekretion bedingen, bleiben noch immer unklar. Letzterdings 

ist eine große Bedeutung in dieser Beziehung den Hormonen zugeschrieben 

worden, d. h. den Produkten der Lebenstätigkeit der Zellen (hauptsächlich 

eiweißlichen Ursprungs), welche sich ständig im Blute befinden und die 

äußere Sekretion der Verdauungsdrüsen sichern!). Unter diesen Hormonen 

wird eine besondere Bedeutung dem Carnosin, Carnitin, Methylguanidin 

und einigen anderen (Krimberg) zugeschrieben, welche in dem Muskel- 

ewebe vorgefunden worden sind, wobei es heißen soll, daß deren ständiges 
ertreten in das Blut die Arbeit der Verdauungsdrüsen bedingt. Ohne auf 

die Betrachtung der in dieser Beziehung erhaltenen Data näher einzugehen, 

soll hier bemerkt werden, daß die Bedeutung der Inkrete, welche bisher 

in diesem Sinne fast gar nicht erforscht worden ist, zweifelsohne eine sehr 

große ist, vielleicht gerade in der Form eines regulierenden Einflusses auf 

die Impulse, die in der Drüsenzelle durch die obenerwähnten Hormone 

hervorgerufen werden, oder einer Regulierung der Verarbeitung dieser 

Hormone. In jedem Falle ist die Wichtigkeit der Erforschung des hier 
angedeuteten Problems schon durch das zur Frage gehörende, wenn auch 
vereinzelte Material, welches früher gewonnen worden war, sowie durch 
die unten angeführten Data erwiesen. 


Zur Verfügung des Verfassers standen zwei ösophagotomierte Hunde 
mit Magenfistel, an denen die Operation nach dem Verfahren von 
J. P. Pawloff vorgenommen worden war. Vor Anfang der Unter- 


1) Ganz in demselben Sinne ist die Theorie der Magensaftsekretion 
von Bicstel (Preuß. Akad. d. Wissensch. 1910), nach der das Nervensystem 
auf einer chronisch durch Blutsekretine gereizten Drüsenapparatur- spielt. 
Das schließt nicht aus, daß auch das Nervensystem zum Teil unter 
Hormonwirkungen steht 


Einfluß der Drüsen innerer Sekretion auf die Absonderung usw. I. 553 


suchungen mit Extrakten aus den Drüsen innerer Sekretion wurde 
an jedem der Hunde eine Reihe vorhergehender Versuche vorgenommen, 
und zwar zwecks Feststellung des Durchschnitts der Quantität und 
der Qualität des bei der Scheinernährung im Laufe einer Stunde (oder 
auch mehr) hervortretenden Saftes, wobei selbstverständlich während 
der Versuche mit Extraktinjektionen und ohne dieselben die Tiere in 
streng bestimmte Bedingungen kamen. Gewöhnlich wurde der Saft 
bei Scheinernährung mit Fleisch während 1 Stunde gesammelt; die 
Messung des Quantums erfolgte alle 5 Minuten. Der Gehalt an all- 
gemeiner Säure und Pepsin wurde nach der Portion, welche aus dem 
ganzen während des Versuches gesammelten Saftes gewonnen worden 
war, bestimmt. Die untersuchten Stoffe wurden den Tieren subkutan 
oder häufiger intravenös (V.saphena), sowohl vor Anfang der Schein- 
ernährung wie auch im Laufe derselben, eingeführt. Die Feststellung 
von HCl erfolgte vermittelst Titrierung einer Lösung 1: 10 von NaOH, 
und Pepsin wurde nach dem Verfahren von Metta bestimmt. Es wurde 
der Einfluß auf die Arbeit der Magendrüsen von Adrenalin (P. Di 
von Pituitrin, selbsthergestelltem Weasserextrakt aus dem Mittelteil 
der Hypophyse von Kälbern untersucht. Wir sind in erster Linie auf 
die erwähnten Inkrete deshalb aufmerksam geworden, weil Adrenalin 
vom chemischen und physiologischen Standpunkte mit genügender 
Vollständigkeit untersucht worden ist, und weil Pituitrin in seiner 
Wirkung auf den Blutdruck und auf das Gefäß- und Herzsystem sehr 
spezifisch ist und daher in letzter Zeit bei vielen Arbeiten, welche die 
pharmakologische Wirkung dieses oder jenes Stoffes auf das Herz- 
und Gefäßsystem zum Gegenstand haben, als Kontrollpräparat zur 
Geltung gelangt ist. Vor Anwendung wurde die Aktivität der Präparate 
am Blutdruck geprüft. 

Vor Darlegung der Ergebnisse der Beobachtungen vom Verfasser 
selbst sollen hier in aller Kürze andere Arbeiten, welche in dieser oder 
jener Form das Studium der Wirkung des Adrenalins und des Pituitrins 
auf die Magensekretion zum Gegenstand hatten, Erwähnung finden. 

Daß der morbus Addisoni, dessen Ursache in einer Erkrankung des 
Markteiles der Nebennieren liegt, häufig von Achylie begleitet wird, ist 
schon längst bekannt, jedoch ergaben Versuche an Tieren, die zum Zwecke 
des Studiums des Adrenalins auf die Magen- und Darmsekretion unter- 
nommen worden waren, durchaus keine eindeutigen Resultate. Bei seinen 
Versuchen an Menschen und Tieren hat Jukawa nachgewiesen, daß bei 
Eingabe von acht Tropfen Adrenalin an Menschen das Quantum der Salz- 
säure, sowohl im freien wie im gebundenen Zustande, erhöht wird. Doch 
können die bereits erschöpften Drüsen durch dieses Inkret nicht mehr zur 
Tätigkeit gebracht werden. An Hunden mit Pawloff-Ventriculus hat Jukawa 
bewiesen, daß die Eingabe oder intravenöse Einführung von Adrenalin 


eine Steigerung der Magensekretion hervorruft. Auf ähnliche Weise hat 
Bouché bei Eingabe von 20 Tropfen Adrenalin 5 Minuten vor dem Probe- 
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frühstück den Säuregehalt des Magensaftes dadurch gewöhnlich erhöht. 
Eine derartige Wirkung des Adrenalins wird gewöhnlich mit seinem Einfluß 
auf den Blutdruck in Verbindung gebracht, ebenso die aufhaltende Wirkung 
dieses Inkrets auf die Pankreassekretion (Kagejama). Loeper und Verpy 
injizierten acht Personen je l mg Adrenalin in die Muskeln und kon- 
statierten dabei eine Steigerung des allgemeinen Säuregehalts und freien 
HCl, welche besonders im Laufe einer Stunde nach der Injektion sich 
äußerte, um in der darauf folgenden halben Stunde wieder zu verschwinden. 
Im Gegensatz zu diesen Angaben haben die neuetsen Forschungen von 
Rogers, Rahet, Fawcett und Hackell festgestellt, daß bei subkutaner Injektion 
der unkoagulierbare Teil des Nebennierenextraktes die Magensekretion 
von Hunden mit Pawloff-Ventriculus hindert; Hess und Gundlach weisen 
auch auf eine hintanhaltende Wirkung des Adrenalins auf die Magen- 
sekretion, sowohl in bezug auf deren Quantum wie auf deren Konzentration, 
die im Laufə von 15 bis 200 Minuten nach der Injektion zum Vorschein 
kommt. Bei Injektionen von Adrenalin an magenleidende Menschen hat 
Boenheim auch häufiger eine Hintanhaltung der Magensekretion beob- 
achtet. 

Verfasser hat im ganzen an wei Hunden neun Adrenalinversuche 
vorgenommen, bei welchen Adrenalin P.D. in verschiedenen Dosen 
(0,02 bis 0,1 pro Kilogramm Gewicht), sowohl vor Anfang wie während 
der Scheinernährung, intravenös eingeführt wurde. Die Injektionen 
selber wurden von den Tieren gut vertragen, abgesehen von etwas 
Herzklopfen. In den angegebenen Dosen hat Adrenalin an und für 
sich keine Magensekretion hervorgerufen. Bei Einspritzung vor Anfang 
der Scheinernährung hat Adrenalin eine Änderung des Ganges der 
Magensekretion nur während der ersten 5 bis 10 Minuten nach der 
Injektion hervorgerufen, und zwar insofern, als das Quantum des 
abgesonderten Saftes im Vergleich zur Norm merklich verringert wurde 
(2 bis 5 ccm anstatt der üblichen 20 bis 25 cem im Laufe von 5 Minuten); 
im weiteren ging die Sekretion auf die übliche Weise fort. Lieferte 
das Tier bei Scheinernährung während einer Versuchsstunde 230 ccm 
Saft (Hund Nr. 1), so änderte sich die Sekretion bei der gleichen Schein- 
ernährung nach einer Adrenalininjektion fast gar nicht (etwa 200 ccm). 
Eine derartige schnell vergängliche hintanhaltende Wirkung des Adre- 
nalins auf die Magensckretion ist gewöhnlich besonders bei Injektionen 
auf der Höhe der durch die Scheinernährung verursachten Sekretion 
zu verzeichnen: so z. B. kamen in einem der Versuche während der 
ersten 40 Minuten im Durchschnitt 18 bis 20 ccm Saft auf jede 5 Minuten; 
später, nach einer Adrenalininjektion von 1:1000 in einer Dosis von 
0,03 pro Kilogramm Gewicht, tritt eine Unterbrechung ein (obwohl 
das Tier mit dem Essen nicht aufhört), welche 10 Minuten dauert, 
im weiteren übersteigt sogar das Quantum des Saftes pro 5 Minuten 
das entsprechende Quantum in der Vorinjektionszeit. Was die Qualität 
des bei Adrenalininjektion fließenden Saftes anlangt, so ändert sich 
dessen Verdauungswirksamkeit gar nicht (5 bis 5,5 für den Hund Nr. 1 


Einfluß der Drüsen innerer Sekretion auf die Absonderung usw. I. 555 


und 4,5 für den Hund Nr. 2); der Säuregehalt scheint ein wenig erhöht 
zu sein (0,5329 und 0,5256 %, anstatt des gewöhnlichen Maximalsäure- 
gehaltes 0,5183% ). Jedoch ist bei der Untersuchung des Magensaftes 
auf Säuregehalt bei Scheinernährung vor und nach "der Adrenalin- 
injektion keine Änderung zu verzeichnen gewesen. Auf diese Weise 
geht aus den Beobachtungen Verfassers hervor, daß Adrenalin in 
Dosen, welche eine typische Änderung des Blutdrucks hervorrufen, 
keinen merklichen Einfluß auf die erste Phase der Magensekretion 
ausübt, und die anfänglich eintretende, kurz andauernde Hintanhaltung 
vollkommen durch die gefäßverengende Wirkung auf das peripherische 
Blutlaufsystem erklärt werden kann, um so mehr, als eine derartige 
Wirkung besonders deutlich bei den in den Bauchorganen gelegenen 
Gefäßen hervortritt. 

Eine bedeutend merklichere Einwirkung auf die Sekretion der 
Magendrüsen ist bei Injektion von Extrakten aus dem Mittelteil der 
Hypophyse, dessen Substanz wir der Kürze halber Pituitrin benennen 
wollen, beobachtet worden. Die Wirkung des letzteren auf den Blutdruck 
und auf die Morphologie des Blutes ist vom Verfasser in einer anderen 
Arbeit eingehend behandelt worden (Zur Physiologie und Pathologie 
der Hypophyse, Charkow 1921). Über das Vorhandensein eines Zu- 
sammenhangs zwischen den Funktionen der Verdauungsdrüsen und der 
normalen Tätigkeit der Hypophyse als Ganzes und ihres Mittelteiles 
im besonderen liefern klinische Beobachtungen genügenden Beweis: 
obstipatio und achylia gastrica function. sind häufige Erscheinungen 
bei Akromegalie und dystrophie adiposo-genitalis (Falta, Biedl). Trotz 
der Knappheit und der Unvollständigkeit der über diese Frage vor- 
liegenden Untersuchungen ist es jedoch notwendig, dieselben zu be- 
achten. Einerseits wurde die Wirkung des verkäuflichen Pituitrins 
(Extrakte aus dem mittleren und hinteren Teile) auf Kranke, welche 
an funktionellen und organischen Störungen des Magen- und Darm- 
apparates litten, studiert, andererseits wurden Versuche an Tieren 
vorgenommen, wobei Hypophyseextrakte ins Blut eingeführt wurden 
und die dabei eintretenden Störungen im Gange der Magensekretion 
zur Untersuchung kamen. 

Unter den Untersuchungen ersterer Art soll die Arbeit Pals Er- 
wähnung finden, welcher eine Verringerung der Säurchaltigkeit (einer 
allgemeinen und freien HCl) und der Verdauungswirksamkeit des 
Saftes bei an Superaciditas erkrankten Patienten, bei denen subkutane 
Injektionen von Pituitrin P. D. oder von Pituglandol in 0,5 bis 1,0 Dosen 
vorgenommen worden waren, feststellte. Eine ähnliche Wirkung wird 
durch die Einnahme von Hypophysin (aus der ganzen Hypophyse 
hergestellte Tabletten) beobachtet. Pal meint, daß der Grund der von 
ihm beobachteten Erscheinungen in der reizenden Wirkung des Pituitrins 
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auf die hintanhaltenden Fasern im Nervus sympathicus liegt. Hoffmann 
hat in 12 Fällen der Einwirkung von Pituglandol auf Menschen eine 
Erhöhung des Magensaftquantums festgestellt, wobei letzterer gleich - 
zeitig in bezug auf Eiweiß und Fermente weniger konzentriert wurd e 
und Spuren von Salzsäure enthielt. In den übrigen vier Fällen trat 
eine Verringerung des Magensaftquantums ein, oder es blieb auch der 
status quo ante, während das absolute Quantum der freien Salzsäure 
erhöht war. Boenheim gibt eingehendere Data, die er bei Unter- 
suchung der Wirkung von Hypophysin (ohne Angabe der Firma) 
an Patienten mit Superaciditas, Ulc. ventr., Subaciditas usw. gewann; 
die Injektionen erfolgten subkutan. Die Schlußfolgerungen von Boen- 
heim gehen dahin, daß Hypophysin die Sekretion quantitativ herab- 
setzt und die Säurehaltigkeit des Magensaftes, wenn auch nicht ständig, 
verringert, in denjenigen Fällen, wenn bei Patienten gesteigerte Sekretion 
und Säurehaltigkeit zu bemerken war; in Fällen normaler Säurehaltig- 
keit wird das Quantum des Magensaftes unter dem Einfluß von Hypo- 
physin erhöht und die Verdauungswirksamkeit dabei ein wenig herab - 
gesetzt. 

Bei Tieren haben die Arbeiten mit Pituitrin, wenn auch vereinzelte, 
so doch bestimmtere Ergebnisse geliefert. 

So z. B. beobachteten Hess und Gundlach bei Hunden mit einer 
infolge von Histamininjektionen erhöhten Sekretion der Magendrüsen 
eine gewisse Hintanhaltung dieser Wirkung nach der Einführung von 
Pituglandol. Eingehendere Resultate werden von den amerikanischen 
Forschern Rogers, Rahet, Fawcett und Hackell, die an Hunden mit 
Pawloff-Ventriculus eine hintanhaltende Wirkung der nicht koagulier- 
baren Fraktion des subkutan eingeführten Wasserextraktes aus der 
Hypophyse beobachteten, angeführt, jedoch ist diese Wirkung, wie 
aus den unten angeführten Tabellen ersichtlich, durchaus nicht ständig. 
Schließlich führt Predteischensky bei der Beschreibung von Fällen 
eines funktionellen Hyperpituitrismus mit herabgesetzter Säure- 
haltigkeit und heftigen Durchfällen einen Versuch mit der Wirkung 
von Pituitrin P. D auf die Magensekretion eines Hundes mit Pawloff- 
Ventriculus, welchem vermittelst Sonde 5proz. Liebigextrakt in den 
Magen und darauf intravenös Extrakt in einer Dose von 0,5 eingeführt 
wurde, an. Ohne Extrakt wurden 29,4ccm Saft abgesondert, nach der 
Injektion unter den gleichen Bedingungen und während der gleichen 
Zeit 4,6ccm. Auf diese Weise ist es möglich, sogar auf Grund dieser 
ganz vereinzelten Angaben und trotz der Anwendung von verschiedenen 
Forschungsmethoden zu schließen, daß Extrakte aus dem mittleren 
(zusammen mit dem hinteren) Teile der Hypophyse die Magensekretion 
hintanhalten und die Säurehaltigkeit und die Verdauungswirksamkeit 
des Saftes augenscheinlich herabsetzen. 
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Verfasser hat an zwei Hunden 11 Versuche mit Pituitrin (Wasser- 
extrakt aus dem Mittelteile der Drüse allein) vorgenommen, bei welchem 
die Sekretion sowohl von der quantitativen, wie, soweit möglich, von 
der qualitativen Seite während 1 bis 2 Stunden bei intravenöser (seltener 
subkutaner) Injektion von Extrakt vor Anfang und während der 
Scheinernährung untersucht wurde. 

Laut Protokollen und Versuchen verzögert die intravenöse Ein- 
führung von Pituitrin vor Anfang der Scheinernährung in einer Dose 
von 0,035 einer 1:10 Lösung pro Kilogramm Gewicht den üblichen, 
durch vorherige Beobachtung festgestellten Gang der Magensekretion: 
anstatt 230 bis 240 ccm Saft pro Stunde Scheinernährung wurden nach 
der Injektion nur 60 ccm im Laufe der ersten Stunde (bei fortgesetzter 
Scheinernährung und trotzdem das Tier mit dem gleichen Appetit 
weiterfraß) abgesondert, und im weiteren wurde die Sekretion noch 
mehr herabgesetzt. Auf ähnliche Weise wurde auch die Säurehaltigkeit 
des Saftes (z. B. von 0,4964 auf 0,3942%,) und seine Verdauungs- 
wirksamkeit (4,5 anstatt 5,6) herabgesetzt. Die Wirkung der erwähnten 
Dose Pituitrin ist aber dabei noch nicht erschöpft. Am der Injektion 
folgenden Tage wurden im Laufe einer Stunde Scheinernährung 23ccnt 

Magensaft bei einer Säurehaltigkeit von 0,2260 und einer Verdauungs- 
wirksamkeit von 4 abgesondert. Am darauf folgenden Tage war die 
Ausscheidungsarbeit des Magens bei derselben Ernährung 80 ccm pro 
Stunde, am dritten Tage 71 ccm, an diesem Tage wurde im Laufe einer 
zweiten Stunde Scheinernährung etwas mehr Saft abgesondert, jedoch 
noch immer weniger als während der Vorinjektionsperiode (11 ccm 
pro 5 Minuten anstatt der üblichen 20 bis 25 ccm). Die Säurehaltigkeit 
und die Verdauungswirksamkeit kehren dabei allmählich zur Norm 
zurück (0,4015%, und 4,5 bis 5 anstatt 0,49%, und 5,5). Erst am 
vierten Tage nach der Injektion war die Sekretion wieder normal 
(227 ccm pro Stunde) bei einer Säurehaltigkeit von 0,4891% und 
Verdauungswirkung = 5. Die Wirkung des Pituitrins ist jedoch noch viel 
demonstrativer, falls dasselbe während der Scheinernährung intravenös 
eingeführt wird: der übliche Verlauf der Sekretion wird sofort unter- 
brochen und bleibt während 2 bis 3 Tagen hintangehalten. Es soll hier 
einer der Versuche angeführt werden: Während der ersten drei bis 
vier 5-Minuten-Abschnitte der Ernährung wird 20 ccm Saft für jeden 
Abschnitt abgesondert. Nach 20 Minuten wird eineintravenöse Einführung 
von Pituitrin (in einer Dosis von 0,075 pro Kilogramm Gewicht) begonnen, 
die etwas über eine Minute dauert, und im Laufe dieser Minute laufen 
etwa 10 ccm Saft ein, darauf, nach Einführung des Stoffes, hört während 
20 Minuten die Sekretion fast gänzlich auf, und nur während der 45. Mi- 
nute fängt eine biliargefärbte Flüssigkeit zu erscheinen an, und zwar 
in einem Quantum von 3 bis 5ccm pro 5 Minuten, wobei Spuren von 
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Salzsäure in ihr festzustellen sind. An diesem Tage konnten die Säure- 
haltigkeit und die Verdauungswirksamkeit infolge des starken Gallen- 
einwurfs in den Magen nach der Injektion nicht berechnet werden. 
Am nächsten Tage wurden während einer Stunde Scheinernährung 52 ccm 
anstatt der üblichen 190 bis 200 ccm abgesondert, bei einer Säure- 
haltigkeit von 0,4745 % (normal 0,511 bis 0,49 %,) und bei einer normalen 
Verdauungswirksamkeit von 4,5. Am zweiten Tage gab es 68 ccm 
Saft derselben Säurehaltigkeit und Verdauungswirksamkeit; am 
dritten Tage 189 ccm, Säurehaltigkeit 0,4964% und 4,5 Verdauungs- 
wirksamkeit. Bei den übrigen Versuchen mit Pituitrininjektionen waren 
dieselben Ergebnisse zu verzeichnen; bei subkutaner Einführung war die 
Wirkung genau die gleiche, nur später eintretend und weniger intensiv. 

Im großen und ganzen verursacht Pituitrin (Extrakt aus dem 
Mittelteile 1:10), in einer Dose von 0,025 bis 0,075 pro Kilogramm 
Gewicht, in die Vene eingeführt, eine heftige hintanhaltende Wirkung, 
welche 2 bis 3 Tage nach der Injektion dauert, bei allmählicher Er- 
höhung des quantitativen Volumens des Magensaftes, dessen Säure- 
haltigkeit und Verdauungswirksamkeit gewöhnlich im Vergleich zu 
"denselben Eigenschaften vor der Injektion herabgesetzt bleiben, ob- 
wohl die hauptsächlichen Änderungen vor allem die quantitative Seite 
der Sekretion betreffen. 

Die charakteristischen Merkmale der Wirkung des Pituitrins sind 
wie folgt: sofort nach Injektion hört die Sekretion für 20 Minuten 
oder noch länger auf (je höher die Dose, desto stärker die Wirkung). 
In der Regel höchstens 5 Minuten nach der Injektion läßt sich Darm- 
knurren vernehmen, und die darauf in kleiner Menge erscheinende 
Flüssigkeit ist mehr oder minder stark durch Galle gefärbt, welche 
aus dem Duodenum in den Magen eingeworfen wird. In den auf die 
Injektion folgenden Tagen ist Knurren noch zu vernehmen, und Gallen- 
einwurf läßt sich noch beobachten. Außerdem sticht noch der ungleich- 
mäßige Charakter der Sekretion während der auf die Injektion folgenden 
Tage in die Augen: entweder erscheint gar kein Saft während 5 bis 
10 bis 15 Minuten, oder es fließt auf einmal ziemlich viel davon. 

Daß Pituitrin tatsächlich auf die Darmperistaltik einwirkt, ist 
längst bekannt. 

So z.B. hat Franschini bei Injektionen von Hypophysenextrakt an 
Kaninchen die heftigsten Durchfälle und sogar Wunden in den Därmen 
beobachtet. Dabei wird laut den Beobachtungen von Hussay und Beruti, 
Shamoff. usw. zu Anfang der Wirkung des Extraktes aus dem hinteren 
Teile erst eine Verzögerung der Kontraktion, allerdings eine sehr kurz 
anhaltende, festgestellt, darauf tritt bald eine Verstärkung, die 24 Stunden 
und noch länger dauert, ein. Bayer und Peter halten eine derartige Wirkung 
für ein Resultat der anfänglichen Reizung des nervus sympathicus durch 


Pituitein und einer darauf folgenden Reizung des Auerbach-Plexus und 
der postganglionaren Fasern. 


Einfluß der Drüsen innerer Sekretion auf die Absonderung usw. I. 559 


Die vom Verfasser zwecks Feststellung von deren Einwirkung 
auf die Magensekretion erprobten Injektionen von Pituitrin P.D. 
und von Vaporole (Wasserextrakte aus dem mittleren und hinteren 
Teile der Drüse zugleich) haben ganz analoge Resultate ergeben, bloß 
war bei der Anwendung derselben Dose die Intensität der Wirkung 
etwas geringer. Sollten die vom Verfasser bei den Injektionen in An- 
wendung gebrachten Quanta des Extraktes auf das ihnen entsprechende 
Quantum des frischen Drüsengewebes umgerechnet werden, so wird 
es ersichtlich, daß eine hintanhaltende Wirkung auf die Magensekretion 
bereits bei 0,0025 pro Kilogramm Gewicht zum Vorschein komme 
und, falls dabei in Betracht gezogen wird, daß in den Extrakt aus dem 
mittleren Teile auch Teilchen aus dem nichtaktiven hinteren Teile 
kommen und daß in den erwähnten Quantitäten frischen Gewebes noch 
weniger des hypothetischen Inkretes enthalten ist, so ist es möglich, auf 
Grund dieser Unterlagen sich ein Urteil über den Grad der Wahlbeziehung 
des mittleren Teiles der Hypophyse zur Magensekretion zu bilden. 

Um der Frage über den Weg einer so außerordentlichen Wirkung 
des Pituitrins auf die Magensekretion etwas näher zu treten, hat Ver- 
fasser Versuche mit subkutanen Injektionen von Pilocarpin muriat. 
in Dosen von 0,005 pro Kilogramm Gewicht vor und nach den Pituitrin- 
injektionen unternommen. So wurde bei einem der Versuche die Sekre- 
tion bei Scheinernährung durch Pilocarpin von 25 bis 30 ccm auf 40 ccm 
in 5 Minuten erhöht, darauf wurde Pituitrin eingeführt, und zwar 
in einer durchschnittlich wirksamen Dose 0,05 pro Kilogramm. Die 
Wirkung war die übliche: die Sekretion, welche während der ersten 
5 Minuten gänzlich aufgehört hatte, äußerte sich später in einer Ab- 
sonderung von 2 bis 5 ccm biliargefärbten Saftes pro 5 Minuten. Am 
nächsten Tage wurde Pituitrin in derselben Dose intravenös eingeführt 
und unterbrach die Sekretion, die durch Scheinernährung hervor- 
gerufen worden war und 5 bis 7 ccm pro 5 Minuten betrug. Die darauf 
folgende subkutane Einführung von Pilocarpin erneuerte die Sekretion 
aber nicht. Es konnte dabei auch beobachtet werden, daß im ersten 
Falle Pituitrin auch die durch Pilocarpin hervorgerufene Speichel- 
absonderung erheblich verringert hatte (in dieser Beziehung wurden 
keine genauen Messungen vorgenommen). Aus allen diesen Versuchen 
folgt somit, daß Pituitrin die durch die Wirkung von Pilocarpin auf 
das Ende des Nervus vagus hervorgerufene Erhöhung der Magen- 
sekretion unterbricht. Beim physiologischen Zustande des tierischen 
Organismus hält der Mittelteil der Hypophyse, nach der hintanhaltenden 
Wirkung von deren Extrakten auf die Magen- und ebenso auf die 
Pankreassekretion (Kagejama) zu urteilen, die Spannung der funk- 
tionellen Tätigkeit der entsprechenden Drüsenelemente zurück, und 
in bezug auf deren Arbeit spielt sie dieselbe Rolle wie die subventrikulare 
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Drüse in bezug auf die glykogene Funktion der Leber; daher kann 
das Inkret des Mittelteiles der Hypophyse mit vollem Rechte zu der- 
jenigen Gruppe der Drüsen innerer Sekretion zugerechnet werden, 
die den Namen einer retardiven oder assimilatorischen trägt und den 
Gang der synthetischen Prozesse im tierischen Organismus sichert. 
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Tabelle I. (Hund Nr. Li 
Intravenöse Injektion von Adrenalin vor der Scheinernährung. 
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Zeit | Scheinernährung ! Adrenalin 0,015 pro kg Adrenalin 0,02 pro kg 
loh o. pr ' 0 | 0 | 0 
5-10 | 10 2 5 
10—15 | 27 23 20 
15—20 30 | 30 25 
20—25 | 30 | 25 23 
25—30 | 20 | 23 20 
30—35 ` 22 Ä 24 20 
35—40 ` 25 21 18 
40—45 25 24 17 
45-50 18 24 14 
50—55 ` 15 20 16 
55—60 | 15 18 | 15 
Säurehaltigkeit Säurehaltigkeit ` `  Säurehaltigkeit 
0,5037 % 0,5329 % 0,5256 % 
Verdauungswirk- Verdauungswirk- ` Verdauungswirk- 
samkeit 5,5 samkeit 5,5 samkeit 5,0 
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Tabelle II. (Hund Nr. 2.) - 
Intravenöse Adrenalininjektion — 0,03 pro Kilogramm Gewicht. 





Zeit o |Norm, Scheinernährung Adrenalininjektion 





o 
10h 0— 5 | 0 | 0 





5—10 u 16 15 
10—15 22 20 
15—20 | 20 22 
20—25 | 18 20 
25—30 IEN 18 
30 —35 | 15 18 
35—40 15 | 151) 
40—45 | 16 | 0 
45—50 16 0 
50—55 19 | 25 
55—60 16 30 
! Säurehaltigkeit : Säurehaltigkeit 
0,4964 % 0,4745 % 
| Verdauungswirk- Verdauungswirk- 
samkeit 4,5 samkeit 4,5 


` Tabelle III. (Hund Nr. 1.) 
Intravenöse Pituitrininjektion vor Anfang der Scheinernährung 
Dose 0,035 pro Kilogramm. 
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| ; l . . ia 
Zeit |! Nom Fr | DCH SCH Im, u er nach der 
l Injektion Injektion | Injektion Injektion 
= == aan - 
10h 0 e 0 0 0 > 0 0.1.0 
5-10' 15 6 | 4 | 5 7 | 14 
10—15 | 19 7 | 3 0:6 30 
15—20 25 6 3 1 | 6 27 
20—25 25 | 6 2 8 5 30 
25—30 30 | T 2 7 7 26 
30—35 25 6 | 1 5 T 25 
35—40 28 6 © l 10 5 15 
40-45 | 20 6 ol? 6 15 
45—50 25 4 7 l 7 7 15 
50—55 | 20 4 10007 5 15 
55—60 | 2 ën nn 7 10 15°) 
, Säurebaltig- Säurehaltig. Säurehaltig- Säurehaltigs Säurchaltig- Säurchaltig. 
keit 0,1830, keit 0,394204 keit 0,2263% keit — keit 0,4015% keit 0,40150% 





Verdauungs- Verdauungs» Verdauungss Verdauungs» Verdauungs» 
wirksamkeit wirksamkeit wirksamkeit VKAN SSN nt 
4,0 | ‚> 


` Verdauungs» 
5 BESSE | 
| 


1) Injektion während der Ernährung. 

2) Sowohl am Injektionstage wie am darauffolgenden erscheint Galle. 

3) Während der zweiten Stunde ist die Sekretion herabgesetzt. 11 ccm 
pro 5 Minuten. 
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“ Tabelle IV. (Hund Nr. 2.) 
Intravenöse Pituitrininjektion — 0,075 pro Kilogramm 
während der 'Scheinernährung. 

1. Ta | 2. Ta | 3.T 

Zeit | Injektionstag | nach der Iektion | nach der Injektion nach der ljektion 
10h 0— 5 0 0 | 0 0 
5—10 17 2 3 16 
10—15 20 6 5 22 

Säurehaltigkeit 
0,5119, | ` | 
15—20 20 6 | 7 20 
Verdauungs» 
wirksamkeit 4,5 
20—25 10!) 8 8 18 
25—30 0 10 4 15 
30—35 0 8 4 15 
35—40 ` 0?) 7 6 13 
40—45 0 6 8 16 
45—50 5 5 4 19 
50—55 3 | 8 3 19 
55—60 53) i 2 3 16 
| Säurehaltigkeit Säurehaltigkeit Säurchaltigkeit 
0,47450), ‚47450, | 0,4964 pg 
| Verdauungs» Verdauungss e Nerdauungs, 
wirksamkeit 4,5 wirksamkeit 4,5 wirksamkeit 4,5 
Tabelle V. (Hund Nr. 2.) 


Subkutane Injektion von Pituitrin 0,07 pro Kilogramm und intravenöse 
0,05 während der Scheinernährung. 











| Si Lia, | 2T Ta Ai 
SE Injektionstag ` Tnjektion Injektion nach der Injektion Vd 
10b 0— 5’ 0 0 0 0 0 
5—10 10 2 2 | 0 5 
10—15 17 2 7 l1 15 
15—20 20 2 3 | 3 15 
20—25 20 2 5 10 10 
25—30 254) 3 3 14 15 
30—35 15 2 3 10 20 
35—40 10 l 4 7 25 
40—45 15 2 2 10 30 
45—50 15 2 3 9 22 
50—55 13 2 2 7 20 
55—60 13 2°) 2 7 20 
Il 0-5 7°) 
5—10 7 
10—15 | 7 
15—-20 7 | 
Säurehaltigkeit 0,4745 9, ' Säurehaltigkeit 0,4818 0h 
. Verdauungswirksamkeit Verdauungswirksamkeit 
40 4,5 
1) Injektion während der 21. Minute. — 21 Darmknurren und weiter 
Galleneinwerfen. — 21 Die Säurehaltigkeit und die Verdauungswirksamkeit 
wurden wegen des starken Galleneinwurfs nicht bestimmt. — 4) Injektion 


während der 30. Minute — °) Intravenöse Injektion um 11 Uhr. — ®) Galle 
erscheint ständig. 





Einfluß der Drüsen innerer Sekretion auf die Absonderung usw. I. 


Tabelle VI. 


(Hund Nr. 2.) 
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Intravenöse Pituitrininjektion — 0,025 pro Kilogramm. 


Zeit 


11 


` Injektion von 











Zeit | Pilocarpin und 
Pituitrin 
10h 0— 5 0 
5—10 15 
10—15. 254) 
15—20 | 30 
| . Säurehaltigkeit 
0,4950 9, 
20—25 30 


samkeit 4,5 


l, 


| l 





Injektionstag 


0?) 
10 
biliargefärbt 
10 


biliargefärbt 
10 


10 
5 
5 


Tabelle VII. 
Pilocarpin — 0,005 pro Kilogramm subkutan; Pituitrin — 0,05 pro Kilo- 
gramm intravenös. 


Injektion von 
Pituitrin und 
Pilocarpin 


d 
5 
19) 


d 





0 


Verdauungswirk; ` 





| 


ut, EE 
Injektion Injektion 

0 | 0 

0 2 

0 | 15 

2 | 15 

8 12 

0 7 

0 | 7 

5 l 8 

15 10 

3 fi 

3 5 

3 4 

3) 


(Hund Nr. 2.) 











, Injektion von 


Zeit : Pilocarpin und 
} 





Pituitrin 

10h25—30" 405) 
30—35 0 
35—40 4 
40—45 6 
45—50 10 
50—55., 10 
55—60 | 2 











Injektion von 
Pituitrin und 


Pilocarpin 





cc KE 


1) Injektion während der 54. Minute. — "1 Knurren. — ?) Am dritten 
Tage Rückkehr zur Norm. — *) Pilocarpininjektion während der 15. Minute. 
— 5) Pituitrininjektion während der 30. Minute. — 21 Pituitrininjektion 
während der 15. Minute, Pilocarpininjektion während der 17. Minute. 


bei der Redaktion eingegangen. 


Bemerkung. 

Die Abhandlung von A. Palladin: „Über den Einfluß der Abkühlung 
auf die Kreatinausscheidung‘“‘, diese Zeitsch. 136, 353, 1923, sollte vor der 
Mitteilung von A. Palladin und A. Kudrjawzeff: „Über den Einfluß der 
Abkühlung auf das Muskelkreatin‘, diese Zeitschr. 183, 89, 1922, erscheinen; 
infolge der unregelmäßigen Postverbindungen ist die zweite Arbeit früher 
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